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Tftulo da Inven^So, do Modelo de Utilidade ou do Certificado de Adi?ao (54): 



"PROCESSO DE PURIFICACAO DE PROTEINAS SOLUVEIS DAS CERDAS DA 
L . OBLIQUA COM ATIVIDADE ATIVADORA DE PROTROMBINA; PROCESSO PARA 
DETERMINACAO PARCIAL DA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DO ATIVADOR DE 
PROTROMBINA; PROCESSO DE DETERMINACAO DA ATIVIDADE ATIVADORA DE 
PROTROMBINA DA FRACAO II, SEQUENCIA N- TERMINAL E SEQUENCIA DE 
FRAGMENTOS INTERNOS DA FRACAO ATIVADORA DE PROTROMBINA, ATIVADOR 
DE PROTROMBINA E USO DO ATIVADOR DE PROTROMBINA" . 



FOLHA ANEXA 



(2) 
7. 

7.1 
7.2 
7.3 

7.4 



Inventor (72): (continuacao) 
Nome: CLEYSON VALENCA REIS 

Qualifica^ao: Farmaceutico/Bioquunico - Pos Doutorando da Fapesp 

Endereco: Centra de Toxinologia Aplicada "CAT/CEPID" Av. Vital Brasil, 1500 

Butanta - SSo Paulo - SP 
CEP: 05503-900 7.5 Telefone: (011) 3763-6856 




"PROCESSO DE PURIFICAQAO DE PROTEINAS SOLUVEIS DAS 
CERDAS DA L. OBLIQUA COM ATIVIDADE ATIVADORA DE 
PROTROMBINA; PROCESSO PARA DETERMINACAO PARCIAL DA 
SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DO ATIVADOR DE 
PROTROMBINA; PROCESSO DE DETERMINACAO DA ATIVIDADE 
ATIVADORA DE PROTROMBINA DA FRACAO II, SEQUENCIA 
N-TERMtNAL E SEQUENCIA DE FRAGMENTOS INTERNOS DA 
FRACAO ATIVADORA DE PROTROMBINA, ATIVADOR DE 
PROTROMBINA E USO DO ATIVADOR DE PROTROMBINA". 

Campo da Invengao 

A presente invengao refere-se a um 
processo de purificagao de proteinas soluveis das 
cerdas da L. obliqua com atividade ativadora de 
protrombina ; • ao processo para determinagao 
parcial da sequencia de aminoacidos do ativador de 
protrombina; ao Processo de determinagao da 
atividade ativadora de Protrombina da fragao II 
bem como ao Ativador de protrombina e ao uso do 
ativador de protrombina. 

Antecedentes da Invengao 

A protrombina e uma proteina plasmatica, 
dependente da vitamina K, que e envolvida na 
coagulagao do sangue. A ativagao da protrombina e 
catalisada atraves do complexo protrombinase que e 
composto pelo Fator Xa, Fator Va, f osf olipideos e 
ions calcio e ocorre atraves da clivagem (em 
seqa§ncia) de duas ligagSes peptidicas da molecula 
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da protrombina (Mann K G. Prothrombin and 
Thrombin. In: Colman RW, Marder VJ, Salzman EW, 
Hirsh J eds. Haemostasis and Thrombosis. Basic 
Principles and Clinical Practice. Philadelphia: J. 
B. Lippincott; 1994. P 184-99) . 

A primeira clivagem ocorre entre as 
ligagSes Arg.320 e He321, e esta hidr61ise leva a 
formagao de um ativador intermediaries a 
meizotrombina. A Segunda clivagem ocorre entre • as 
ligagoes rg271 e Thr272', e libera os fragmentos 1/ 
2 e a serino protease a-trombina (Mann K G. 
Prothrombin and Thrombin. In: Colman RW, Marder 
VJ, Salzman EW, Hirsh J eds. Haemostasis and 
Thrombosis. Basic Principles and Clinical 

Practice. Philadelphia: J. B. Lippincott/ 1994. P 
.184-99) . 

Na ausencia de fosf olipideos, a 
protrombina pode ser ativada por concentragoes 
fisiol6gicas do fator Xa, no entanto, a velocidade 
de ativagao e 5 ordens de grandeza menor que a 
ativagao pelo complexo protrombinase (Mann KG. 
Membrane -bound enzyme complexes in blood 
coagulation. Prog. Hemost Thromb, 1984/7 : 1-23 .) , 
sendo que o mecanismo de ativagao ocorre atraves 
da formagao de pretrombina (Mann KG. Membrane- 
bound enzyme complexes in blood coagulation. Prog. 
Hemost Thromb. 1984/7:1-23.) ao inves da 
meizotrombina (Heldebrandt CM, Butkowski RJ, Bajaj 
SP, Mann KG. The activation of prothrombin. H. 
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Partial reactions, physical and chemical 
characterization of the intermediates of 
activation. J Biol. Chem. 1973/ 248: 7149-63). 

A a-trombina e a serino protease 
responsavel pela conversao do fibrinogenio em 
fibrina, ativagao dos fatores V, VIII, e XIII, e 
agregacao plaquetaria (Mann KG, Downing MR. 
Thrombin generation. In: Lundblad RL, Fenton JW, 
Mann KG, Eds. Chemistry and Biology of Thrombin. 
Ann Arbor Science/ 1977. Pp. 11-21/ Lundblad RL, 
Kingdon HS, Mann KG. Thrombin. Methods Enzymol . 

1976/ 45:156-76). 

Muitas serpentes venenosas contem 
proteinas pr6-coagulantes que sao capazes de 
ativar zimogenios, os quais participant da 
coagulacao do sangue. 

Tendo em vista que os mecanismos pelos 
quais as enzimas de venenos ativam os fatores da 
coagulagao de forma diferente das enzimas 
encontradas em mamiferos, os ativadores de venenos 
podem fornecer informacoes adicionais sobre os 
mecanismos de ativagao dos fatores da coagulacao . 
Os ativadores de protrombina do veneno sao 
classificados coo Tipo 1 (p.e. ecarina) , Tipo 2 
25 (p.e. ativador de Notechis scutatus) , 3 (p.e. 
Oxyuranus scutellatus) , e 4 (p.e, ativador de 
Agkistrodon acutus) dependendo da sua interacao 
com os componentes do complexo protrombinase 
(Rosing J, Tans G. Inventory of exogenous 
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prothrombin activators. Thromb. Haemost. 1991; 65 

(5) : 627-30) . 

Ativadores do tipo 1 nao dependent dos 
componentes do complexo protrombinase, Tipo 2 
dependem de f osfolipideos , Ca 2+ e Fator Va, Tipo 
3 dependem de f osfolipideos e Ca 2+ . Ativadores do 
Tipo 4 podem necessitar ou nao dos componentes do 
complexo protrombinase e podem clivar ligag5es 
peptidicas na protrombina sem converte-la em seus 
produtos com atividade catalitica (e.g. trombina 
ou meizotrombina ) . 

Os ativadores do Tipo 4 e a trombina 
hidrolisam a protrombina nas mesmas posigQes 
(Arg 155-Ser 156 e Arg 284-Thr 285), gerando 
fragmentos similares ou identicos para pretrombina 
1 e pretrombina 2 (Rosing J r Tans G. Structural 
and functional properties of snake venom 
prothrombin activators. Toxicon. 1992; 30: 1515 - 
27.) 

Na hemolinfa bruta da Lonomia achelous 
dois tipos de atividade de ativadores de 
protrombina foram descritos. Urn deles e capaz de 
ativar diretamente a protrombina, 

independentemente do complexo protrombinase, e o 
outro e estimulado por fator v, ions calcio, e 
f osfolipideos (Guerrero BAG, Arocha-Pinango . 
Activation of human prothrombin by the venom of 
Lonomia achelous (Cramer) caterpillars. Thrombos. 
Res. 1992;66:169-77) . 
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No extrato bruto das cerdas de L. obliqua 
uma atividade procoagulante foi descrita a qual e 
devida a ativadores de protrombina e Fator X 
(Kelen EMA. Duarte A.C, Tomy SC, Sano-Martins IS, 
Castro SCB, Guerrero B, Arocha-Pinango CL. 
Acquired haemorrhagic syndrome from contact with a 
caterpillar (Lonomia obliqua Walker 1855, 
Saturniidae) . Toxicon 1996: 34:146., Donato JL, 
Moreno RA, Hyslop S. Duarte AC, antunes E, Le 
Bonniec BF, Rendu F, Nucci G. Lonomia obliqua 
caterpillar spicules trigger human blood 
coagulation via activation of factor . X and 
prothrombin. Thromb. Haemost. 1998/79: 539-42). 

6 4-eneno de Lonomia obliqua causa uma 
severa coagulopatia de consumo, a qual pode levar 
a sindrome hemorragica. O extrato bruto das cerdas 
apresenta uma atividade procoagulante devido a 
ativacao do fator X e da protrombina. 

Desde 1989, uma sindrome hemorragica 
causada pelo contato com a taturana Lonomia 
obliqua tornou-se uma epidemia no Brasil e casos 
fatais devido a complicagoes renais e hemorragias 
cerebrals tern sido descritos. Os acidentes afetam 
o mecanismo da coagulagao, resultando numa 
drastica diminuigao do f ibrinogenio, e dos fatores 
V e XIII. Alem disso, ocorre a diminuigao dos 
niveis de plasminogenio de a-2-antiplasmina e da 
atividade da proteina C, urn inibidor natural da 
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coagulagao. Estes dados indicam uma coagulopatia 
de consumo com fibrinolise- 

Os sintomas decorrentes dos acidentes 
provocados pela lagarta Lonomia obliqua sao: 

5 dermatite urticante, equimoses e hematomas 
(espont§neos ou provocados por traumas) , 
hemorragias das cavidades mucosas (gengivas, 
hemorragia nasal) , hematuria, sangramento de 
feridas recentes, e hemorragias abdominals, 

10 pulmonares, glandiilares e cerebrals. Casos fatais 
relatados foram atribuidos a complicagoes renais e 
hemorragias cerebrais* 

Estudos anteriores sobre acidentes pelo 
contato com L. aohelous na Venezuela sugeriam que 

is nestes casos a* sindrome hemorragica poderia ser 
explicada por uma grave sindrome f ibrinplitica 
associada a uma coagulagao intravascular 
disseminada. Embora os sintomas clinicos de 
envenenamento pela Lonomia obliqua e Lonomia 

20 obliqua serem muito similares, os resultados dos 
trabalhos executados, nos laborat6rios, pelos 
pesquisadores da presente invengao demonstram e 
sugeriram uma interpretagSo diferente para esta 
ultima, atribuindo o principal mecanismo molecular 

25 da sindrome hemorragica & formagSo de trombina. 

Mais especif icamente, nos ultimos dez anos 
tern sido relatado na regiao Sul do Brasil um 
crescimento de ocorrencias de sindrome hemorragica 
humana causada pelo contato com a lagarta Lonomia 
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oblique. 0 veneno causa uma grave coagulopatia de 
consume, que pode resultar numa sindrome 

hemorragica. 

A presente invengao parte do principio de 
que urn extrato bruto preparado com cerdas da 
Lonomia obliqua ativou tanto a protrombina quanto 
o Fator X. Em envenenementos acidentais, ocorre a 
apresentagao de alteragoes na coagulagao e em 
fatores f ibrinoliticos . 

Lopad (Lononia obliqua protrombiXi 
activator protease) e urn serine protease de cadeia 
simples de 69 kDa isolada do extrato das cerdas da 
lagarta Lonomia obliqua, a qual tern sua atividade 
aumentada por Ca 2+ , 6 capaz de converter 
diretamente protrombina em trombina de forma dose- 
dependente. O seu mecanismo de agao e similar ao 
do Fator xa, formando fragmentos de pretrombina na 
via independente do complexo protrombinase . Lopap 
hidrolisa um substrato fluorogenico baseado na 
seqiiencia da protrombina na mesma ligagao 
peptidica pela trombina. 

A presente invengao tambem parte da 
verificagao da caracterizagao biol6gica da serino 
protease ativadora da protrombina isolada do 
extrato bruto das cerdas da Lonomia obliqua, a 
qual, reproduziu os efeitos do veneno total na 
coagulagao do sangue e formagao de trombos nos 
ratos. 



De acordo com a presente invengao o Lopap 
purificado foi obtido de extrato bruto das cerdas 
de Lonomia obliqua onde as ditas cerdas foram 
extraidas em PBS, e o ativador de protrombina foi 
purificado por gel de filtragao, e por duas etapas 
cromatograficas em fase reversa. A atividade 
ativadora de protrombina foi monitorada empregando 
o substrate cromogenico, S-2238 baseado na 
sequencia de protrombina, e clivado pela trombina. 

A presente invengao,^ vem comprovar que urn 
unico componente do veneno da Lonomia obliqua, 
Lopap, causa a sindrome hemorragica diretamente 
pela ativagao de protrombina e portanto deveria 
encaminhar uma terapia no caso de acidentes com 

. Lonomia obliqua , 

A avaliagao dos efeitos da injegao de 
Lopap em ratos, analisando os parametros de 
coagulagao, o comportamento dos vasos da 
microcirculagao e os disturbios em 6rgaos 
distintos, quando doses de 100 ng/kg foram 
injetadas, e o efeito monitorado por 1 hora, 
demonstrou que o sangue tornou-se incoagul&vel, a 
contagem de plaguetas decresceu aproximadamente 
40% e a indugao da agregagao plaquet^ria induzida 
por col^geno no sangue total foi completamente 
abolida. Os numeros de eritrocitos e de leuc6citos 
no sangue total nao foram alterados, apesar da 
alta concentragao de toxina. Por outro lado, 
intensa parada venular e areas hemorragicas foram 
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observadas. A geragao da trombina intravascular 
pode explicar a diminuigao da contagem das 
plaquetas e a hipoagregagao de plaquetas apos a 
injegao de Lopap nos ratos, sendo o trombina a 
principal e mais ativa agonista plaquetario. 

Observando a rede microcirculat6ria 
visualizou-se coagulos de fibrina em vasos 
pos.capilares 5 min apos a injegao de Lopap. As 
alteragoes foram proeminentes 1 h apos esta 
administragao, quando parada de alguns de alguns 
vasos e intensas areas hemorragicas se tornaram 
aparentes. Este fendmeno pode estar implicado aos 
hematomas observados na maioria dos pacientes 
humanos envenenados . Analises histologicas de 
diversos 6rgaos em animals experimentais foram 
realizadas 1 hora a P 6s a injegao de Lopap. Foram 
encontradas alteragSes somente nos tecidos dos 
pulmoes e rins, sendo este de maior importancia, 
ja que areas hemorragicas e necroticas foram 
encontradas. Pacientes que desenvolvem medio ou 
grave envenenamento geralmente apresentam 
hematuria e as vezes deficiencia renal, que 
consequentemente podem levar a morte. As les6es 
nos rins encontrados nos ratos experimentais podem 
ser causadas pela hemorragia e/ou pelo dep6sito de 
fibrina no glomerulo. Talvez durante urn tempo 
maior de envenenamento, os microtrombos e os 
sinais de congestSo em outros orgaos, incluindo o 
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sistema nervoso central, poderiam se tornar 
aparentes . 

Baseado nestas verificag5es a presente 
invengao sugere que Lopap e urn novo ativador da 
protrombina, que parece ser urn fator muito 
importante responsavel pelos principals sintomas 
encontrados em pacientes humanos envenenados por 

Lonomia obliqua 

Para avaliar se urn ou mais- ativadores de 
protrombina f da toxina da taturana poderiam estar 
envolvidos, as proteinas soluveis das cerdas da 
Lonomia obliqua for am purificadas por 
cromatografias de gel-filtragao e fase reverse 
(HPLC) . A ativagao da protrombina foi monitor ada 
usando-se. a protrombina e o substrato cromogenico 
especifico- para trombina 9 S2238, da -. Chromogenix . 
Os produtos da hidr61ise da protrombina foram 
tambem identif icados por SDS-PAGE. Uma proteina de 
cadeia unica de 69 kDa apresentou-se como uma 
serino protease ativada por ions calcio, a qual 
converte diretamente protrombina em trombina e 
pode ser incluida no grupo 1 dos ativadores de 
protrombina "Lonomia obliqua Phrothrombin 
Activator Protease" (LOPAP) , foi purificada ate a 
homogeneidade e a sua sequencia de amino&cidos nao 
apresenta homologia com outros ativadores de 
protrombina nem com nenhuma outra serino protease. 

Os experimentos realizados "in vivo 
mostraram que injetando-se em ratos a proteina 
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purificada sao obtidos os mesmos efeitos causados 
pelo extrato bruto das cerdas, ocorrendo dessa 
forma uma incoagulabilidade do sangue que 
apresenta-se de forma dose-dependente . Esta 
observagao foi corroborada pela observagao da rede 
microcirculat6ria do musculo cremaster apos a 
injegao da proteina usando-se a tecnica da 
microscopia intravital. Os dados obtidos 
demonstraram que a infusao de LOPAP produz uma 
coagulagao intravascular e trombose em vasos pos- 
capilares, o qual f requentemente contribui para 
o dano org6anico. Seguramente o LOPAP e o 
principal fat or que causa o consumo da 
coagulopatia em acidentes com L. obliqua. 

Urn principal aspecto da presente invengao 
esta relacionado ao Processo de purificagao de 
proteinas . soluveis das cerdas da L. obliqua com 
atividade ativadora de protrombina partindo-se da 
homogeneizagao das cerdas de L. obliqua em Tampao 
salina fosfato (PBS), num pH entre 7.4 a 8.0 
seguido de centrifugargao a 2500g numa 

temperatura de 4° a 10° C durante 30 a 60 minutos 
a fim de se obter urn extrato bruto a base do 
ativador de protrombina . Segue-se, entao, a 
purificagao do ativador de protrombina a partir de 
50 a 200 mg de proteina total em 2 a 10 ml de 
extrato bruto por cromatograf ia de gel filtragao 
em resina Sephadex G-75, eluida em tampao de Tris- 
HCL 20 a 50 mM contendo NaCL 50 a 100 mM e 
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benzamidina 2 a 5 mM num pH 7.4 a 8,0 com fluxo 
1,0 ml/h. Coleta-se, entao, fragSes de 1 a 3 ml e 
procede-se o monitoramento do perf il proteico da 
cromatografia por absorbancia UV em 280 nm. 

A protrombina e ativada com o material 
obtido nos picos . proteicos usando-se o substrato 
colorimetrico S-2238 especifico para trombina a 
fim de se obter o pico PH que deve conter a agao 
ativadora de protrombina. Submete-se o obtido 
ativo a cromatografia ^ de fase reversa atraves da 
coluna C4 no sistema analitico de HPLC empregando 
como solventes: A: 0,1% TFA em agua (equilibrio) e 
B: 10% solvente A e acetinitrila na proporcao 1:9 
(eluigao) ou seja, solvente B: 100ml de solvente 
A adicionados de 900 ml de acetonitrila. Utiliza- 
se gradiente de 35-50% de solvente B por 30- 
minutos e procede-se a detecgao proteica a 214 ou 
280 nm em monitor de UV. Segue-se a coleta de 
fragoes de 0.5 - 1.0 ml e liofiliza-se 
imediatamente para eliminar a acetonitrila. 

A seguir, ressuspende-se as amostras 
liofilizadas em tampao Tris-HCL 20 a 50 mM 
contendo NaCL 50 a 100 mM pH 7.4 a 8.0 e testa- 
se, entao, a atividade ativadora de protrombina 
das fragoes com o material obtido nos picos 
proteicos usando o substrato colorimetrico S-2238 
especifico para trombina. 

O pico ativo est& nas fragSes eluidas 

entre 42 a 44% de solvente B. 
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Recromatografa-se a fragao ativa em 
cromatografia de fase reversa atraves da coluna C4 
no sistema analitico de HPLC empregando-se como 
solventes: A: 0,1% TFA em agua (eguilibrio) e B: 
10% solvente A e acetinitrila na proporgao 1:9 
(eluigao) ou seja, solvente B: 100ml de solvente 
A adicionados de 900 ml de acetonitrila 
utilizando gradiente entre 20 - 80% de solvente B, 
durante 20 minutos . Procede-se a detecgao proteica 
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* 214 ou 280 nm em monitor de UV. Coletam-se 
fragoes de 0.5 - 1.0 ml e liofiliza-se 
imediatamente para eliminar a cetonitrila. 
Ressuspende-se as amostras liofilizadas em tampao 
Tris-HCL 20 a 50 mM contendo NaCL 50 a 100 mM pH 
is 7.4 a 8.0. Testa-se a atividade ativadora de 
protrombina das fragoes com o material obtido nos 
picos proteicos usando o substrato colorimetrico 
S-2238 especifico para trombina e observa-se que o 
pico ativo est& nas fragoes eluidas entre 42 a 44% 
20 de solvente B. 

O material purificado pode se submetido a 
uma eletroforese em gel de poliacrilamida contendo 
sds para avaliagao da pureza. 0 gel pode ser 
corado por coomassie brilhante blue. 
25 A dosagem de proteina final pode ser 

avaliada por dosagem de proteina por metodos 
colorimetricos ou por Absorbancia em 280 nm. 



O sistema analitico de HPLC empregado e da 
Merck-Hitachi (modelo D-2500 0 e o munitor e da 
Shimadzu UV ( modelo SPD-6AV) . 

No processo da presente invengao sao 
empregados os seguintes solventes para eluigao: 

- solvente A: 0,1% TFA em agua e 

- solvente B: 10% solvente A e 
acetonitrila na proporgao 9:1 ou melhor, 
100ml de solvente A adicionados de 900 
ml de acetonitrila . 

Para realizar a purificagao no HPLC 
utiliza-se um gradiente de 35-50% de solvente B. 

Uma outra modalidade da invengao est<a 
relacionada ao Processo para determinagao parcial 
da .seqiiencia 1 de aminoacidos do ativador de 
protrombina onde de 500 - 1000 pM do purificado e 
submetido a degradagao por 10 pmol de tripsina 
em lOOmM Tris-HCl, pH 8.0 contendo 0.02.% de CaCl 2 
durante 18 horas a 37oC finalizando a reagao com 
15 % (v /v) de acido f6rmico. Neste processo, os 
fragmentos obtidos sao separados em HPLC 
utilizando-se uma coluna C4, solventes de eluigao 
a base de 0,1% de TFA em agua (solvente A) e 
acetonitrila: solvente A (9:1) com solvente B . 
Para a separagao no HPLC utilizou-seum gradiente 
de 0-100% de solvente B com fluxo de 1.0 ml/min 

durante 30min. 

De acordo com o processo da presente 
invengao determinou-se a sequencia de tres 




peptideos internos e do N-terminal. A porgao N- 
terminal contem 46 residuos 

(DWIDGACPDMKAVSKFDMNAYQ-GTWYEIKKFPVANEANGDCGSVE) 
de aminoacidos e os fragmentos de peptideos 

internos sao: 

- Fragmentos I (KSHVYTVPFGA) ; 

- Fragmento II (KSNAHRVNIWILSRTKURAGHVEN) 
e 

Fragmento III (FDASKFVETDFSEKACFF) . 
Asequencia obtida corresponde a cerca de 
15% da proteina completa e massa molecular de 
69KDa . 

Uma outra modalidade da invengao 
relaciona-se ao processo de determinagSo da 
atividade ativadora de Protrombina da fragao II 
compreendendo a pre-incubar 15 a 300nM da fragao 
purificada durante 10 minutos a 37° C com 90 pM de 
protrombina na presenga de 5mM de CaCl 2 para 
volume final de 500jaL na presenga de 50mM de Tris- 
HC1, lOOmM de NaCl, pH 8 e 3 e 150 mM de imidazol, 
a adigao de 40 juM do substrato cromogenico S-2238 
(H-D-phenylalanyl-L-pipicolyl-L-arginine-p- 
nitroanilide dihydrochloride) , a mistrura de 
incubagao e acompanhar espectrofotometricamente a 
405 run durante 10 min. a hidr61ise do substrato 

cromogenico , 

A invengao tambem se relaciona a SeqiAencia 

N-terminal e SeqU^ncia de fragmentos internos da 
fragao ativadora de protrombina caracterizada por 




conter a porgao N-terrainal com 46 residuos 
( DVVIDGACPDMKAVSKFDMNAYQGTWYEIKKFPVANEANGDCGSVE ) 
de aminoacidos •" e os fragmentos de peptideos 
internos sSo: Fragmentos I (KSHVYTVPFGA) ; 

Fragmento II ( KSNAHRVNI WI L-SRTKURAGHVEN ) e 

Fragmento III (FDASKFVETDFSEKACFF) sendo gue a 
sequencia obtida corresponde a cerca de 15% da 
proteina completa e massa molecular de 69 Kda. 

Uma outra modalidade da invengao esta 
, relacionada ao ativador de protrombina contendo a 
seguinte estrutura: A proteina purificada e 
caracterizada como uma serino protease que 
hidrolisa a protrombina gerando Fragmentos 1, 2 e 
trombina 

E por fim, a invengao esta voltada ao uso 
do ativador de protrombina como urn desf ibrilante 
em estados pro tromb6ticos. 

Em doses baixas a proteina purificada, 
pela sua capacidade de ativar protrombina gerando 
trombina, retira da circulagao de forma controlada 
o fibrinogenio, transf ormando-o em microcoagulos 
de fibrina. Esta diminuigSo da concentragao 
plasm^tica de fibrinogenio permite que o tempo de 
coagulagao do sangue se prolongue e, portanto, 
impede a trombose vascular aguda, 

Pelo fato de nao possuir atividade 
proteolitica a proteina manteria a capacidade 
coagulante do fibrinogenio nao consumido no 
processo. Desta forma a concentragao plasm&tica de 
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fibrinogenio seria diminuida, porem nao haveria 
predisposicao para urn estado hemorragico. Alem 
disso, poderia ser utilizada na confecgao de KITS 
diagnosticos para detecgao de protrombina 
5 plasmatica. 

Materials e Metodos empreqados: 
Reaqentes : 

E-64 (trans-epoxysuccinil-L- 
leucilamido- (4-guanidino-butano) -protrombina, 
10 EDTA (acido etileno-diaminotetraacetico) , 

PMSF (fenilmetilsulfonil fluoreto) , NPGB (p- 
Nitrof enil-p"-guanidinobenzoato) e tripsina 
foram obtidos da Sigma; S-2238 (H-D- 
fenilalanil-L-pipicolil-L-arginina-p- 

15 nitroanilida dihidrocloreto) e S-27 65 (N-a- 

benzil-oxicarbonil-D-arginil-L- 
glicilLarginina-p-nitroanilida) foram obtidos 
da Chromogenix. 

Todos os outros reagentes utilizados foram 
20 da melhor procedencia possivel disponivel no 
mercado. A resina Sephadex G-75 foi adquirida da 
Pharmacia, a coluna C 4 (5 Jim, 4. f 6x250mm) da J.T.. 
Baker, e a coluna C is (jxBondapack 10 pm; 22,5 
mmx250mm) foi adquirida da Millipore Corp, 0 
25 substrato peptidico fluorescente Abz- 

YQTFFNPRTFGSQ-EDDnp. (Abz= ortho - aminobenzoic 
zcid; EDDnp= N- [2,4 -dinitrophenyl ] 

ethylenediamine) , cuja sequencia e baseada na 
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sequencia da protrombina foi sintetizado no 
Departamento de Biofisica da Universidade Federal 
de Sao Paulo, Brasil, de acordo com procedimentos 
descritos previamente . 
5 Os exemplos ilustrativos apresentados a 

seguir servirSo para melhor descrever a presente 
invengao . 

Entretanto, os dados e procedimentos 
ilustrativos referem-se meramente a algumas 
9 10 modalidades de concretizagao da presente invengao 
e nao devem ser tornados como limitativos do escopo 
da mesma. 

Exemplos Ilustrativos 

Exemplo 1 : 

15 PURIFICAC&O DE PROTEiNAS SOLtJVEIS DAS CERDAS DA L. 
OBLIQUA COM ATIVIDADE ATIVADQRA DE PROTROMBINA: 

Cerdas de L. obliqua foram homogeneizadas 
em Tampao salina fosfato (PBS), pH 7,4-8.0, 
centrifugar a 2500g 4° a 10° C durante 30 a 60 

20 minutos obtendo-se urn extrato bruto a base do 
ativador de protrombina. O ativador de protrombina 
foi purificado a partir de 50 a 200 mg de proteina 
total em 2 a 10 ml de extrato bruto por 
cromatografia de gel filtragao em resina Sephadex 

25 G-75, eluida em tampao de Tris-HCl 20 a 50 mM 
contendo NaCl 50 a 100 mM e benzamidina 2 a 5 
mM, pH 7.4 a 8.0 com fluxo 1,0 ml/h. Fragoes de 1 
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a 3 ml foram coletadas e monitorado o perfil 
proteico da cromatograf ia por absorbancia UV em 
280 nm. A protrombina foi ativada com o material 
obtido nos picos proteicos usando o substrato 
5 colorimetrico S-2238, especifico para trombina. 

Foi obtido o pico PII que deve conter a 
agao ativadora de protrombina e Submetido £. 
cromatograf ia de fase reversa atraves da coluna C4 
no sistema analitico de HPLC empregando como 
0 10 solventes: A: 0 f l% TFA em agua (equilibrio) e B: 
10% solvente A e acetonitrila na proporgao 1:9 
(eluigao) . Proceder a detecgao proteica a 214 ou 
280 nm em monitor de UV, coletar fragoes de 0.5 - 
1.0 ml e liofilizar imediatamente para eliminar a 
is acetonitrila, ressuspender as amostras 

liofilizadas em tampao Tris-HCl 20 a 50 mM 
contendo NaC150 a 100 mM pH 7.4 a 8.0, testar 
atividade ativadora de protrombina das fragoes 
eluidas entre 42 a 44% de solvente B, 
^ 20 recromatograf ar a fragao ativa c utilizando 
gradiente entre 20 - 80% de solvente B, durante 20 
minutos . 

O material purificado pode se submetido a 
uma eletroforese em gel de poliacrilamida contendo 
25 sds para avaliagao da pureza. 0 gel pode ser 
corado por coomassie brilhante blue. 

A dosagem de proteina final pode ser 
avaliada por dosagem de proteina por metodos 
colorimetricos ou por Absorbancia em 280 nm. 
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Exemplo 2: 

PURIFICACAO DE PROTEtNAS SOLUVEIS DAS CERDAS DA L. 
OBLIQUA COM AT I VI DADE ATIVADORA DE PROTROMBINA . 

As taturanas L. obliqua foram anestesiadas 

5 em atmosfera de C0 2 e suas cerdas foram removidas 
e mantidas no gelo. O extrato bruto foi obtido a 
partir de 9.9g de cerdas que foram homogeneizadas 
em PBS, pH 7,4 e. centrifugadas a 2500 g a 4° C 
durante 10 minutos. 0 ativador de protrombina foi 

10 purificado a partir do extrato bruto (103,5 mg em 
12,0 ml) atraves de cromatografia de gel filtragao 
(coluna: 100x1,8 cm Sephadex G-75), que foi eluida 
em tampao tris-HCl 50 mM, NaCl lOOmM, benzamidina 
5 mM, pH 8,0, com fluxo de 15 ml/h. Foram 

15 coletadas frag5es de 2,0 ml e o perfil proteico da 
cromatografia foi monitor ado por absorbancia UV em 
280 nm, e a ativagao de protrombina foi verificada 
usando-se o substrato colorimetrico especifico 
para trombina 9 pico PH, conteudo proteico: 

20 5,68mg) foi submetido a uma cromatografia de fase 
reversa empregando-se a coluna C4 no sistema 
analitico de HPLC da Merck-Hitachi 9 modelo D- 
2500), e urn monitor de UV da Shimadzu UV (modelo 
SPD-6AV) foram utilizados para deteccao proteica a 

25 214 nm. Os solventes para eluigao foram TEA 0,1% 
em H 2 0 (solvente A), e acetonitrila : solvente a 
(9:1) com solvente B. A purificagao no HPLC foi 
realizada usando-se urn gradiente de 35-50% de 
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solvente B com fluxo de 1,0 ml/min durante 30 min. 
Os picos coletados foram imediatamente 
liofilizados. O pico proteico que apresentou 
atividade ativadora da protrombina foi 
ressuspendido em tampao tris-HCl 50 mM, NaCl 
lOOmM, pH 8,0, e submetido a uma nova 
cromatografia usando urn gradiente de 20 - 80% de 
solvente B, fluxo de 1,0 ml/min durante 20 min, 
usando-se na mesma coluna e condigoes descritas 
acima. O unico pico obtido ap6s a Segunda 
cromatografia no HPLC (PH-4R2) foi coletado e 
submetido a urn SDS-PAGE. Uma aliquota do Lopap 
purificado foi dialisado contra EDTA 10 mM para 
ser utilizado nos experimentos descritos na figura 
4 . 

A homogeneidade da proteina foi analisada 
por SDS-PAGE usando gel de poliacrilamida 10% 
(p/v) corado com Coomassie Brilliant Blue R-250. 
As concentragSes proteicas foram determinadas de 
acordo com metodo descrito previamente e por 
absorbancia em 280 nm. A capacidade ativadora do 
Lopap (300 nM) foi testada na presenga de 
diferentes concentragoes de acetonitrila e ap6s a 
liof ilizagao. 

Exemplo 3: 

DETERMINACAO PARCIAL DA SEQUENCIA DE AMINOACIDQS 
DO ATIVADOR DE PROTROMBINA : 



sumeter 500 - 1000 pM do purificado » 
, ,o ccr 10 pmol de tripsina em lOOmM 
degradagao por n n , » de C aCl 2 durante 

Tris-HCl, PH 8-0 contendo 0.02., de CaCl * 
18 noraa a 37oC finalizando a rea ? ao con, 15 . 
Ari de> acido f6rmico. 

^ Separar os pantos o.Udos aao 

sepa radoa em HPLC utUi»-o -ae . « -una ^ , 
solventes de eluigao a base de 0,1.. de 
(s olvente A, e acetonitrila : aolvente A (9. 

com solvente B . urn 
Para a aeparacao no HPLC utxlxwu ae urn 

gra diente de 0-100* de aolvente B com fluxo de 

1.0 ml/min durante 30min. 
Exemplo 4: 

DO Lojpap : 

uma coluna C«, e oa solvente 
0,1% em H 2 0 (aolvente A, . e aceton.tr.la. 

25 A (9:1) com solvente B. 

Para a aeparacao no HPLC foi utilise urn 
gr adiente de 0-100% de solvente B com fluxo de 
1.0 ml/min durante 30 ' mln. A -eqMncx. de trea 
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. n , ptno . e do N-terminal foi deternanada 
peptideos mternos d BioSy stem que 

usando-se o equipamento da Applr 
realize a, reaves da degrade^ de Edman (17). A 

"a para —a 

TnnaD com outras protemas tox 

r.r,i — -» — - — — — * 



Data Base. 



o 



Exemplo 5: 
' ^IVIDADEAIIVADORA^ 

A capacidade do Lopap ativar a protronfcina 

f oi indiretanvente detern.inada atraves do ensaro de 

foi mai tir da protrorabina 

for-agao de tronfcma a * atlvld ade 
us ando o sufcstrato ^ S- 8 A - 



15 



nsando o sudsuo^ 

Isadora da protro^ina do e*trato das cerd- 

d as frames parciaLente purlf icadas e do X-opap 

•^cado (15 a 300nM) foi avaliada apos pre 
punficado (lb a prot rombina 
" ? ao durante 10 nan a 3 C co p ^ 



Lncuoagao ^ volume 

;ir d ; n L p r - — - — - 

, 0 IZ, -I 100,., PH 8.3. contendo ^da.ol 150^ 
A hidr61ise de S-2238 40mH pela tronfcina formada a 
pa" f E do Lopap usando 90nM do fator II . SOnM de 

trlTina V«i— «* «^ 

espectrofotoraetricaraente a 405 » durante 10 *m 

25 37°C. 

Exemplo 6 : 

ATIVIDADE_ATTVADORA^ 
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Fator X (30nM) foi pre-incubado com Lopap 



75nM durante 20 min a 37°C em 120^1 de tampao Tris- 
Hcl 25mM pH 8,3 contendo NaCl 200mM e CaCl 2 10 mM. 
A seguir 150 \xl de tampao Tris-HCl 50mM pH 8,3 
contendo imidazol 150 mM, NaCl lOOmM e 165|xl de 
tampao Tris-HCl 10 mM pH 8,0 contendo Hepes lOmM, 
NaCl 500 mM e PEG 6000 0,1% foram adicionados ate 
o volume final de 500^1. A formagao do fator Xa 
foi acompanhada atraves da absorbancia em 405 nm 
durante 10 min a 37 °C ap6s a adigSo de 150 do 
substrato S-27 65. A hidr61ise de 150 pM do 
substrato S-27 65 por 30 nM do Fator Xa purificado 
foi acompanhado usando as condigoes experimentais 
descritas. / . 



AT I VI DADE DO LOPAP SOBRE O FIBRINOGfiNIO PURIFICADO 

Lopap (2|iM) foi incubado na presenga e na 
ausencia de fator II (90nM) em tampao Tris-HCl 
50mM, contendo CaCl 2 5mM e NaCl lOOmM, num volume 
final de 300pl durante 10 min a 37 °C . Em seguida, 
fobrinogenio humano purificado (7,5 |iM 0 
(Chromogenix) foi adicionado e a trans formagao da 
protrombina em trombina foi avaliada atraves do 
tempo de coagulagao. 



Exemplo 7 : 



Exemplo 8: 
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e ^saio__da_atividadb__enzimAtic^ 

FLUOROGENICX^^ 

CLIVAGEM : 

O ensaio tot realizado usando-se o 
5 substrate de f luorescencia apagada Abz- 
YQTFFNPRTFGSQ-EDDnp no espectrof luorimetro da 
ma rca Hitachi F-2000 nos comprimentos de onda de 
3 20nm (excitagao, e 420 nm (emissao, . Antes da 
fc adi 5 ao DE 10»a da. solute estoque do substrate 

^ . .preparado e» DMF : H2O , 1.1 v/v, , a enzima (73 3pM 
fol incubada em uma cubeta termoestavel com 1,5ml 
ee tampao Tris-HCl 50mM, P H 8,0 a 37°C. A partrr 
dos dados da velocidade que forem registradas 

1 n xni n foram determinadas as 
continuamente por 10 mn toram 

15 constantes cineticas Km e Kcat. As constante 
cineticas e seus respectivos exros foram obtrdos 
■ atraves da equate de Michaelis-Menten usando-se o 
met odo descrito por Wilkinson .Para a ^erminagao 
do sitio de clivagem, os fragmentos peptxdrcos 

A atraves de cromatograf ia de fase 

W 20 foram separados atraves u.e 

reversa em HPLC usando-se uma coluna C. 
solventes de elui 5 ao sao TFA 0,1% em H 2 0 (solvente 
A • acetonitrila-solvente A (9=1) como solvente 
B O gradiente usado para a separate for de 10- 
25 100% do solvente B, com fluxo de Iml/min. Os 
sitios de clivagem foram determinados usando 
fragmentos internes de peptideos sinteticos usados 
como padrao. 
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Exemplo 9: 

INIBICAO DE LOPAP 
0 ensaio para a verificagao da enzimatica 
do Lopap foi realizada atraves de substrates 
5 cromogeenicos , neste experiment foram utilizados 
OS inioidores PMSF ( lOMm) ou E-64 ( 3.2mM) com 
Lopap ( 75nM) num volume final de 500^1. Os 
inibidores foram pre-incubados com Lopap durante 
15 min a 37°C antes da adigao do substrate S-2238 

10 ( 40nM) . 

Exemplo 10: 

LOPAP : 

O Lopap fot exaustivamente dialisado 
„ contra EDTA lOOmM durante 48 h a 4 °C Lopap ( 75 
nM, dialisado ou nao tratado foi incubado na 
present na ausencia de CaCl 2 ( 5 mM> , Mg CI, 
( 5mM) , ou Zn Cl 2 ( 5 mM) , a 37 °C durante 10 min com 
Fa tor II ( 90mM), na presenca de 40 MM do 
20 substrate S-2238, com tampSo Tris-HCl 50mM, 
contendo NaCI lOOmM, P H 8,3, num volume final de 
500U1. A hidrblise do substrate foi monitorado 
espectrofotometricamente a 405 nm durante 20 mm 
em um equipamento Beckman DO-7 . 

25 Exemplo 11: 

TTTUIACAO D T MIVIBRDE Dg SERINO PROTEASE LOPAP 

POR NPGB: 
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0 ensaio cromogenico para a titulacao do 
sitio ativo Lopap foi realizada com o reagente 
NPGB, seguindo protocolo descrito previamente. A 

, „ =t-i irn foi determinada 
concentracao do Lopap ativo „..„,_ 
atraves da titulacao co* p-nitrofen.l-p^ 
g uanidinobenzoato 0,47pM . NPGB) - ta.pao 

rr o o ^ ^7 °r num volume 
barbital s6dico 0,1M, P H 8,3 a 37 C, hub 

final de 1.0 -1. ° P-itrofanol Irberoo 
q uantificado » absorbSncia a 410nn, e* 
espectrofotometro Hitachi U-2000. 

Exemplo 12: 

LOPAP : 

Lopap OOnM) foi incubado com protrombina 

4. n 1 3 6, • 8 e 24 h a 37 °C em 
15 (500nM) durante 0, 1, ' 

4. m r,3o Tris-HCl 50 mM, contendo CaCl 2 
500ul de tampao Tris n^x . 

5mM) e NaCl lOOmM, PH 8,0. OS — a 

nidr61ise foram analisados por SDS-PAGE ( gel 10.) 

so b condi.aes radutoras e n*o redutoras e corado 

, pelo metodo de coomassie Brilliant Blue R-250. 

Exeraplo 13 : 

O processo de purificacao do Lopap 
incluiu uma cromatograf ia de gel filtrage* e duaa 
25 cromatografiaa de fase reversa. O perfil prote.co 
obtido na cromatografia de gel filtragao esta 
representado na figura 1 A. Somente a filtracao 
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10 



15 



denominada «I apresentou a cepacia de ativar a 
protrombina, o qua! ft* submetido a cromatograf xa 

. ™,e resultou em varios pxcos que 
d e fase reversa, que result idade de 

estao representados na fxgura IB. A P 
at iva ? ao da protrombina fol ^ J poo 
el uido com 43% de acetonitrila (fx,. IB) Esta 
fra ? ao que continba a atividade foi submetxda a 
tragau reversa 
segunda cromatograf « de fase 

-nicos, sendo que apenas um 
resultando em dois picos, 

raoacidade * de ativar 
deles apresentou a capacia 

pL^ina (Fig. XC). A f ra ? ao de intake .ox 
lamente submetxda a uma cromatografxa de ase 
reversa usando as mesmas condigOes, co* , ob 3 et 
de confirmar a present de um unico pxco 9 Fxg 
1D) . Esta purirucagao resultou em uma protexna 
col' cerca de 50% da atividade, como esta mostrado 
tabela 1. A homogeneidade da preparagao da 
na tabela i. t . na ... „. o material 

pr oteina esta representada na Fx,. .J» 
purificado apresentou uma banda 
aproximadamente 69 KDa no SDS-PAGE. 

Exemplo 14 : 




A porcao N-terminal com 46 residues de 



M ^DVVIDC^CPDMKAVSKFDNINAYQGTWYEIKKFPVANEANGDCGSVE) 

IT obtida a partir do ,opap purif icado, assxm 
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como a sequencia de alguns fragmentos de peptideos 
internos denominados Fragmentos I: KSHVYTVPFGA. 
Fragment o II: KSNAHRVNIWILSRTKVRAGHVEN e Fragment o 
III: FDQSKFVETDFSEKACFF. A sequencia obtida 
correspondeu a cerca de 15% da proteina completa 
assumindo-se a massa molecular de 69 kDa. 

Exemplo 15 : 

CAPACIDADE DE ATIVACAO DE PROTROMBINA: 

A trombina gerada a partir do Lopap 
ocorreu de forma dose dependente (Fig. 2) . 
Protrombina (90nM) foi incubada com 75 nM de Lopap 
gerando a mesma quantidade de trombina, que foi 
capaz de hidrolisar o substrato S-2238 (40mM) , 
assim como a hidrolise induzida por:.90 nM de 
trombina purificada. A atividade da trombina foi 
detectada a partir de 1 min de pre-incubagao. 

Exemplo 16: 



ATIVIDADE ATIVADORA DE FATOR X: 

0 Lopap nao apresentou capacidade de 
ativar o fator X e, alem disso, nao foi capaz de 
hidrolisar o substrato cromogenico S-27 65. A 
hidr61ise obtida com 75 nM de Lopap incubado 
durante 10 min a 37 °C do substrato S-27 65 150 pM 
foi de 0,34 pM. A concentragao de p-nitroanilida 
formada durante a reacao foi calculada usando-se o 




valor 8900 M _1 cm -1 para o coeficiente de extincao 
molar a 405 nm. Quando Fator 

X (30nM) foi adicionado ao ensaio, a hidr61ise do 
substrato obtida foi de 2,6nM. Na ausencia de 
Lopap a absorbancia do Fator Xa (30nM) purificado 

foi 34 pM. 

Exemplo 17 : 

COAGULACAO DO FIBRINOGENIO POR LOPAP: 

0 Lopap nao apresentou atividade do tipo 
trombina sobre o fibrinogenio purificado, assim 
como poderia ser deduzido a partir do 
prolongamento do tempo de coagulacao (tabela 2) . 
No entanto, na presenga de protrombina, a formagao 
de um coagulo solido- foi observada apos 240s ,■ e a 
adicao de Ca 2 ~ reduziu o tempo de coagulagao para 
60s. 

Exemplo 18 : 

ATIVIDADE HIDROLITICA DO LOPAP SOBRE O PEPTIDEO 

FLUOROGENICO: 

Os parametros cineticos determinados para 
o Lopap usando o substrato de f luoresc6encia 
apagada Abz-QTFFNPRTFGSQ-EDDnp, baseado na 
seqtiencia da protrombina f oram K mapp 4 , 5 pM; K C at 
5,32 sec -1 ; K cat/K. aapp l f 2xl0 6 M - 1 sec - 1 , 
indicando uma boa afinidade e uma alta efici§ncia 
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cataUtica para a enzima estudada, sendo estes 
par^etros f ora* obtidos de acordo « 
ll & seqiiencia de a*inoacidos origmada a partxr 
suites internes do Lopap *ostrou atividade 
sobre o substrate Abz-YQTFFNPRTFGSQ-EDDnp qua! 
foi UdroUsadc era dois sitios Phe-Pbe (10.) 
Arg-Thr (90%) (Fig. 3) 
Exemplo 19 ' 

I_ NIBICAO g -^^|^E^^^T 

A atividade do Lopap foi drasticamente 
dlml „ulda ap6s a diaXise contra e pode ser 

sub stanciai ro ente recuperada ^^jTlX, 
Ca 2 " ( Fig- 4) »16m dasso, a atrvraa 
foi comp Xeta»ente abolida por PMSF X0 enfant* 
nL afetada por E-64 3.2 nM. A tituXacao dos 
ZJL PUtativos de serina encontrados no Lopap 
usando . se o NPGB indicou a estequioraetna de 1,2 
residues de serina por moiecuXa de NPGB- 

Como pode ser visuaXizado na Fig. 4, Lopap 
.Xreta^nte ativado por protro.bina -strou w 
a»ento da atXvidade a P 6s a adi 5 ao de rons Ca . 

Te r sido subside a exaustiva dralxse con .a 
EDTA, a atividade do Lopap diminuiu cerca de 75%, 
e pode ser gradati—e recuperada atravjs * 
adicao de concentrates crescentes de rons Ca . 



15- Ca 2 
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outros ions bivalentes, tais como Mg" e Zn» nao 
produziram o mesmo efeito. 

" LOPAP : 

Sobre condigoes nao redutoras a hidr61ise 
da protrombina (72 kDa, por Lopap resultou em 
varies fragmentos (massas moleculares de 52 kDa. 
o 36 kDa, 27 kDa e 16 kDa representando o peptrdeo 
F1/F2, pretrombina 2 ou a-trombina, Fragmento-1 
(B-D e Fragmento-2 (F2) respectivamente. Sobre 
condign redutoras, a ativagao de protrombina 
reS ultou em fragmentos de masses moleculares 52 
a kDa, 36 kDa, 32 kDa, 27 kDa e 16 kDa 
representando Fl/F2-activation pept.de 

pretrombina 2, trombina B-chain, Fragmento-1 (Fl) 
e Fragmento-2 (F2), respectivamente (fig. 5) 

Exemplo 21: 

DA FRACAO II: 
P r £-incubar 15 a 300nM da fragao 
purificada durante 10 .inutos a 37° C com 90 pM de 
protrombina na presenga de 5mM de CaCl 2 para 
25 volume final de 500^ na presenga de 50mM de Tris- 
HC1, lOOmM de H.C1. pH 8 e 3 e 150 mM de imidazol, 
a adigao de 40 pM do substrate cromogenico S-2238 
(H-D-phenylalanyl-L-pipieolyl-L-arginine-p- 



nitroanilide dihydrochloride) , a mistrura de 
incubagao e acompanhar espectrof otometricamente a 
405 nra durante 10 min. a hidrolise do substrato 
cromogenico . 

Exemplo 22: 

TESTE DA AT I VI DADE DO LAPAP NO PLASMA HUMANO 

NORMAL; 

A fim de testar a atividade procoagulante 
do Lopap, extrato bruto de cerdas (10 a 30 ug) ou 
a enzima purificada (1 a 16 jig) foram incubadas a 
37 °C com lOOug de plasma humano normal na presenga 
de 6,25 mM de CaCl 2 ; num volume final de 400jig. A 
atividade pr6-coagulante foi avaliada pela redugao 
do tempo de recalcif icagao do plasma comparado ao 
tempo de coagulagao do plasma na ausencia de Lopad 
ou extrato bruto (controle) . 

Exemplo 23: 

OS EFEITOS DE LOPAP NA REDE MICROCIRCULAT6RIA 

Estudos microsc6picos intravitais: 
Os efeitos de Lopap na rede 
microcirculatoria foram determinados in situ na 
fasquia espermatica interna em ratos anestesiados 
(250g) (pentobarbital sodico, 50 mg/kg. 
Intraperitonial 0. A tecnica cirurgica empregada 
para este procedimento foi descrita . 
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Resumidamente, os anormais foram mantidos 
numa mesa especial termostaticamente controlada a 
37°C incluindo uma plataforma transparente na qual 
o tecido foi colocado para ser trans i luminado . A 



irrigagao do tecido com solugao aquecida de 
Ringer-Locke, 154mM de NaCl, 5,6mM de KC1, 2mM de 
CaCl 2 , 6 mM de NaHCO 3, e 6 mM de glicose, pH 7,2 
- 7,4, contendol% de gelatina. Atraves de uma 
• 10 camera de video colorida incorporada a urn 
microscopio triocular (Axioskope, Carl Zeiss), as 
imagens da microcirculagao foram simultaneamente 
visualizadas nos munitores da TV e do computador. 
As imagens obtidas no munitor da TV foram gravadas 
is em video e as imagens digitalizadas .no computador 
foram analisadas usando software (KS30Q, Kontron) . 
As imagens foram obtidas usando uma distancia 
longitudinal de abertura no diaf ragma/numerica 
objetiva de xl0/025xl.6 otpovar. Lopap (lOOjig/kg) 
'0 20 foi injetadoi.v. (veia caudal) e a dinamica da 
microcirculacao dos vasos foram observadas nos 
munitores. Anomais controle receberam volumes 
equivalentes de salina esteril. Uma hora ap6s a 
injegao e a observagao da microcirculagSo, o 
25 sangue foi coletado da aorta abdominal (SOO^ig) , e 
o tempo de coagulagao do sangue total foi medido. 



5 



preparagao 



foi mantida umida e quente pela 



Exemplo 24: 
Estudo in vivo: 
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Lopap (lOOjxg/kg), foi injetado atrav^s da 
veia caudal em ratos machos do tipo Wistar pesando 
200-250g. Ratos controle receberam 150mM de NaCl 
sob as mesmas condigoes. Ap6s uma hora, eles foram 
anestesiados e o sangue foi coletado pela aorta 
abdominal era seringas plasticas. Sangue para 
contagem de celulas foi anticoagulado com 2,7mM de 
Na 2 — EDTA, e para agregagao plaquetaria do sangue 
total com 139mM de citrato trisodico (1 parte para 
9 partes de sangu'e total) foi adicionado. Plasma 
pobre em plaquetas foi obtido pela centrifugagao 
do sangue com citrato a 1900g por 15 min. a 4° C. 
A agregagao plaquetaria do sangue total foi 
realizada como . descrito em Sano-Martins IS, 
Santoro ML, Castro SCB, Fan HW, Cardoso JLC, 
theakson RDG. Platelet aggregation In patients 
bitten by he brazillan snake Bothrops jararaca , 
Thromb. Res. 1997/ 87 (2): 183-95. Colageno (5 ug 
/ml. De concentragao final) (Hormon-Chemie, 
Alemanha) foi usado como um agonista para induzir 
a agregagao das plaquetas. As contagens das 
celulas do sangue foram realizadas num sisteraa 
Serono-Baker 9020+AX, e o fibrinogenio foi mantido 
de acordo com von Clauss (gerinnungsphysiologlsche 
25 schnellmethode zur bestlmmung des fibrinogens. 
Acta Haematol 1957, 17: 237-46 ) com reagentes e 
controles da Diagnostica Stago. 



15 
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Exemplo 25; 



HISTOPATOLOGIA: 

Os mesmos animals empregados nos estudos 
in vivo foram usados para analises 
histopatologicas. Fragmentos de cerebro, pulmoes, 
figado e rins foram coletados e colocados por 48 
horas numa solugao a 10% de formalina. Eles foram, 
entao embebidos em parafina. e processados para 
analises histol6gicas de rotina e analisadas ap6s 
a coloragao com eosina. 

Exemplo 26: 

ANALISES ESTATlSTICAS : 

Com a finalidade de comparar a contagem de 
plaquetas e agregacao plaquetaria do sangue total 
entre ratos injetados com Lopap e ratos controle, 
estudo do teste-t foi^ empregado, usando o software 
de estatistica Stata ™5.0. 

Resultados : 

a) Atividade do Lopap sobre o plasma: 

O extrato bruto da cerda foi incubado com 
plasma humano normal citratado e o tempo de 
coagulacao obtido foi entre 290-80 s (tabela 1) , 
enquanto Lopap (l-16ng) coagulou o plasma humano 
normal citratado . num intervalo de tempo similar 
(tabela 1) 

b) Testes biol6gicos com Lopap: 
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1. Estudos microsc6picos 

intravirais : 

A administragao intravenosa de proteina 
provocou proeminentes alteragoes na rede 
microcirculat6ria do musculo cremaster. A formagao 
de trombos foi observada em pequenos vasos (10 - 
3 On m de diametro) , principalmente em venulas 5 
min ap6s a injegao. Este efeito foi mais 
pronunciado apos 4 0 min, quando o envenenamento 
sistemico com total parada venular e trombos nas 
arteriolas foram claramente visual! zadas (fig. 6) . 
Areas hemorragicas foram visualizadas ap6s 30 min. 
da administragao de Lopap. Uma hora ap6s a 
injegao, o sangue obtido dos animais tratados com 
15 Lopap e.stava incoagulavel . Animais contrdle que 
receberam solugao salina nao apresentaram 
alteragoes microcirculat6rias . 

2. Parametros coagulantes "in vivo 7 ': 
A contagem de plaquetas decresceu 

20 uniformemente nos ratos injetados com Lopap, cerca 
de 40% em comparagao aos ratos controle, bem como 
a agregagao plaquetaria induzida por colageno foi 
abolida. Nenhuma alteragao morfol6gica ou 
quantitativa tanto de eritr6citos ou de c61ulas da 

25 linhagem de leuc6citos foram observadas . Nenhum 
fibrinog^nio foi detectado nestes animais. 

3. Histopatologia: 

Uma hora apos a inoculagao de Lopap, uma 
pronunciada infiltragao de leuc6citos foi 
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observada nos pulmOes dos animals experimentais 
(Fig. 7B e C) . Neutrofilos e monocitos aderiram as 
celulas endoteliais de pequenos vasos sanguineos. 
Estas celulas tambem foram detectadas nos espagos 
parenquemais do 6rgao (fig.7C) . Uraa marcante 
congestao vascular foi observada nos vasos 
glomerulares e em vasos entre os tubulos renais 
proximais e distais (fig, 8b) A hemorragia nSo foi 
observada somente nos vasos glomerulares, mas 
tamb&m em outros vasos do 6rgao. Na regiao 
medular, celulas tubulares apresentaram ireas 
focais de necrose hialina. Alteragoes histologicas 
nao foram observadas quando outros 6rg£os foram 
analisados . 

is Acidentes devido ao contato com as cerdas 

da taturana Lonomia obliqua causam a 
incoagulabilidade do sangue em seres humanos. e 
alteragQes nos fatores de coagulagao que estao 
relacionados com a trombina e podendo levar a 
sindroma hemorragica. Proteinas procoagulantes 
tais como fator X e ativadores de protrombina de 
venenos de animals sao responsaveis pela 
coagulopatia de consumo atraves da deplegao de 
fibrinog6enio. Embora a via de ativagao de 
protrombina mais importante ser atraves do 
complexo protrombinase, a protrombina tambem pode 
der ativada por fatores exogenos, tais como 
componentes do veneno de serpentes atraves de vias 
distintas . 



20 
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Ap6s comparar os produtos de hidr61ise da 
protrombina gerada a partir do Lopap (tabela 3) 
com os fragmentos gerados por outros ativadores de 
protrombina, um mecanismo de acao pode ser 
5 sugerido envolvendo a formacSo de pretrombina 2 e 
trombina . 

Como aparent entente a meizotrombina nao e 
formada por lopap e produtos com massa moleculares 
similares a prethrombina 2 sao gerados, Lopap 

10 pode ser classificado como um ativador do Tipo 4. 
No entanto, os ativadores do Tipo 4 nao sao 
capazes de converter protrombina em produtos 
enzimaticamente ativos enquanto Lopap e capaz de 
gerar trombina ativa. Por outro lado, as massas 

is moleculares dos fragmentos formados sao similares 
aqueles formados por fator Xa na presenga do 
complexo protrombinase . Alem disso, os resultados 
obtidos a partir da hidrolise do substrato de 
f luoresc6encia apagada, demonstram que a clivagem 

20 na cadeia principal ocorre na mesma ligacao 
clivada pela trombina (Arg-Thr) . 

A auto-catalise e um dos maiores problemas 
detectados no ensaio de hidrolise envolvendo a 
protrombina, e o verdadeiro mecanismo de acao do 

25 Lopap sobre a protrombina somente sera elucidado e 
confirmado quando um recombinante de protrombina 
podera ser empregado, e a analise da 
espectrometria da massa e a sequencia de 
aminoacidos dos fragmentos forem realizadas. 
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A partir do extrato das cerdas da L. 
oMioua os inventores da presente invengao 

prote a S e ativadora de 
puriflcaram uma serrno v 

proteina de 69 xDa. Os resuitados P^-»» 
5 Ltrara* g»e a capacidade ativadora do Lopap « 
independente do c^exo proteinase, no entanto 
ions Ca - proraoverara » aumento desta 
^ e so dl puri.icagao do .opap inciuiu o .so d 
Lventes organicos. os guais causae « ^ 
10 perda da atividade, atingindo eerca de 50. 

de 30- de acetonitrila e 80% na presenga 
present de 30 *. forma ^ 

de 50% aoetonitnXa (tabela 

mu ito diriciX caicuXar a atividade «P«^* 
proteina. Metodos »enos drasticos de 
l5 L tor- tao eficientes, e no — o a produgao 
de Lopap recombinante esta sendo realxzada. 

L opa P foi caracterizado oo^o sendo -a 
serine protease ativada por ions Ca e 
estruturalmente distinta de outros atrva 
, 20 proteina descritos ate o presente n^ento. O 
fr ag»ento N- terminal apresentara* 45 6% de 

norcao N-terminal da 
identidade com a porgau 

"leticianina puri.icada da ne.olin.a de 
Sexta, enquanto os fragments I. II, 
25 apr esentara» respective^ 36,4%, 37,5% e 55 5% 
d! identidade co* a segUencia dos fragn.entos 
internes da mesnva proteina ( G „ - Qnl ■>» - 
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A homogeneidade do Lopap purificado foi 
confirmada atraves de urn unico residue 
0 substrate de fluorescent apagada foi desennado 
de forma a conter a ligacao Arg 28) -Thr „ 
tr0 mbina, flangueada pela seguencia Tyr ^8er 
Es te substrato foi clivado peio Lopap na Ixgacao 
peptxdica corresponded a ligacao da protrombxna 
clivada tanto peio Lopap come pela trombxna. 

De acordo com a presente .xnvengao fox 
. d emonstrado *. o Lopap n S o e capaz de a^ar o 
£ator X, tendo evador de ator^ ^ 
(resultados prelimmares) ao 

cerdas da L. <*!*». . ** distinta do Lopap 

h! ao -os dois componentes procoa.ulantes no 

is veneno deste animal (tabela 3) . 

„ = r^MPtite invengao o Lopap 

De acordo com a presence 

4 urn novo ativador de protro^ina, o q«. * * 

importante fator responsavel peia 

consume, encontrado em pacientes envenenados por 

20 L . obliqua . 

m doses baixas a proteina purificada, 
peia sua capacidade de atxvar proteina gerando 
lombina, retire da circuit de forma control da 
o fibrinogenio, transformando-o em 
25 de fibrina. Esta diminui ? ao da concentrate 
plasmatica de fibrinogenio permite gue o tempo de 
coagulate do sangue se prolongue e, portanto, 
impede a trombose vascular aguda. 
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Pel0 fato de nao pessuir ativrdade 
..olitica a proteins manteria a capacidade 
P TlTao Lrinogenio nao consume no 
coagulante do r do p i a sm&tica de 

nrocesso Desta forma a concentracao P 

-mo seria diminuida, porem, nao havens 
fibrin ° 9enl ° 3 ra m est ado hemorragico. Alto 

predisp ; s odi a ia p ;;; j^-. - * kiis 
r;; s ::r -a * 

plasmatica. ? . 



10 Tabela 1: 



Inf Iuencia da acetonitrila na atividade do 
lopap t 300., testada na P^ * 
concentres de .acetonr r.la Sua ^ 
deternanaoa indiret-ente atraves ^ 
„ formagao de tronfcxna a part" da P 

utillzando o substrate cromogemco S-2238. . 



Tabela 2: 

Coagulagao do fibrinogenio por Lopap. 
Lopap (2MM) foi incubada durante 10 min. a 37°C na 

na ausencia de Fator II (90nM), em 
presenga e na ausencia u 

tampao Tris-HCl 50mM contendo CaCl 2 5nM • *aCl 
lOOmM em urn volume final de 300,1. Fibrinogen^ 
humane purificado (7,5 KM) foi adicionado e a 
transformacao de protrombina em trombina fox 
avaliada atraves do tempo de coagulagao da fibrxna 
FG= fibrinogenio. 



Tabela 3: 

analisada por SDS-PAGE. A: condi ? 6es redutoras; B: 
condicoes nao redutoras. 
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+ 




4- 




Fragmento 1 


27 


+ 


+ 


1 + 


+ 


+ 
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I 16 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 



m 



45/47 



Figura 1: 

T.ONOMIA OBLIQUA . 
s A) Cromatograf ia de gel mtr^ - Sepbade* G-75 
A caP acxdade de ativa ? ao da protromb.na fox 
detectada usando-se substrate cromog6enxco S- 

BlCromatografia de fase reverse (sister de HP.C 
» coluna 04) da fra^ao PH da etapa da gel 
filtrate, eluido com urn gradxente Ixnear de 
50% do solvent e B. 
OSegunda cromatografia de fase 

descrita previamente, exceto que neste case 
15 gra diente utilise foi de 20^80% do 

D) Cromatografia de fase reverse do px=c , m - 
cort o descrita previamente. Detalne: SVS^S 
20n da proteina purificada 9 Pogo X, , . padrao 

de massa molecular ( Pogo 2), 

• , KTVDa ovalbumina, 4JKua, 
,o 94kDa; albumma, 67kDa, 

Ldrase ca^nica, 30KDa,. inxbidor de trrpsxna, 
21 kDa; a-lactoalbumina, 14.4kDa. 

Fl9Ura2: Lopap (15-300HM, foi pre-incubada 
25 durante 10 rain a 37°C com protrombina 90nM e 
incubada a 37°C com o substrate cromogenrco S-2238 
, 40MM) na presenca de CaCl 2 5mM no volume fxnal 



corao 
o 

4R2 
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Rftn , o 15nM; - 30nM; A 75nM; ■ 150nM; □ 
de 500 <-> i3IUA ' 

300nM. 
Figure 3: 

A) Abz-YQTFFNPRTFGSQ-EDDnp *1 

„ tampao Tris-HCl 50nM, pH 8,0 a 37 C per 

A incubagao toi anaUsada atraves de 

L^tog^m HCX »o descr.to e» Maters 

e Metodo. . . 0 H o 

fHI oara a determinagao da constante de 
B)0 perfil para a substrato 

Hichaelia-Menten obtida com o subst a 

m R - 8,0 pM) 
fluorescente substrato (0,8 

hidrolisado por Lopap (73,3 P M ) . , 
Figura 4 : 

Lopap aialisado ou nao tratado (75nM , foi 
in cu*>ado a 37°C con, 40pM de substrato cro^ogenxco 
s . 2238 e protro^ina 90nM; • Console: — 

w n reacao com Lopap nao tratado na 
90 de protrombma; U reagau ^ 

, pri 5mN- ■ reagao com Lopap nao 
■ presenca de CaCl 2 5mN, - re v 

. ho Ca 2_ ;^ Lopap dialxsado 
tratado na ausencxa de Ca , Hlalisa do 
contra EDTA lOOmM; A reagao usando Lopap d.aX.sado 
na presenga de CaCl 2 5 » * reagao usando Lopap 



15 
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= rt» MaCl* 5mM niM; O reagao 
dialisado na present de MgCl 2 
us ando Lopap dialisado na present de ZnCl 2 5*. 

Figura 5: 

~r inoaD SDS-PAGE (g© 1 
Hidr61ise de protro^na per lopap 

de poliacrilamida 10%) incubates de prat 

T.n S n (30nM) durante 0.1.3. b.o 
humana (5Q0nM) com Lopap (3QnM> 

e 24 h era condig6es redutoras. Control... FX 

\ , Fat or Iia (trombina humana, 
(protrombina humana) e Fator 



e 24 

10 

12 U) . 
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RE I VIND I CAQOE S 

1 PROCESSO DE PURIFICAgAO DE PROTE^AS SOLuVEIS 
DAS CERDAS DA L. OBLIQUA COM AT I VI DADE 
ATIVADORA DE PROTROMBINA caracterizado pelo 
5 fato de conter as seguintes etapas: 

a) Homogeneizar cerdas de L. obliqua em 
Tampao salina fosfato (PBS), P H 7 - 4 " 8 - 0 ' 
centrifugar a 2500g 4° a 10° C durante 30 a 60 
minutes obtendo-se um extrato bruto a base do 

10 ativador de protrombina ; 

b) Purificar o ativador de protrombina a 
partir de 50 a 200 mg de proteina total em 2 a 
10 ml de extrato bruto por cromatograf ia de 
gel filtragao em resina Sephadex G-75, eluida 

^ Tri <?-HCL 20 a 50 mM contendo 
is em tampao de Tris 

NaCL 50 a 100 mM e benzamidina 2 a 5, mM, P H 
7 4 a 8.0 com fluxo 1,0 ml/h; 

C J Coletar fragoes de 1 a 3 ml e monitorar o 
perfil proteico da cromatografia por 
2 o absorbancia UV em 280 ran; 

d) Ativar a protrombina com o material obtrdo 
nos Picos proteicos usando o substrato 
colorimetrico S-2238 especifico para trombina; 

e) Obter o pico PH que deve conter a agao 
25 ativadora de protrombina; 

f ) submeter o obtido ativo a cromatografia de 
fase reversa atraves da coluna C4 no sistema 
analitico de HPLC empregando como solventes: 
A- 0,1% TFA em agua (equilibrio) e B: 10% 
solvente A e acetinitrila na proporgao 1:9 



<elui 5 ao) e proceder a detecgao proteica a 214 
ou 280 nm em monitor de UV; 

a) Coletar frames de 0.5 - 1.0 ml 
liofilizar imediatamente para elimlnar a 
acetonitrila; 

h Kessuspender as amostras * 
tampao Tris-HCL 20 a 50 - contendo 50 
100 mM pH 7.4 a 8.0; 

" Testar atividade ativadora de protrombma 

das fragSes conforme descrito no item d) ; 

3) o Pico ativo esta nas fragSes eluidas 

entre 42 a 44% de solvente B; 

* a fracao ativa conforme 
k) Recromatografar a fragao ar 

•v nn item (e) utilizando gradiente 
descrito no item iej 

entre 20 - 80% de solvente B, durante 20 
minutos; 

1) Repetir etapas de ,(f) a (j); 
m) Submeter material purificado a uma 
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo 
SDS para avaliagao da pureza. O gel pode ser 
corado por Coomassie brilhante blue; 
n) Avaliar a concentrate de proteins final 
por dosagem de proteina por metodos 
P coiorimetrico S ou por Absorbancia em 280 nm 
visando obter o ativador de protrombina; 
■ PROCESSO de acordo com a revindicate 1, 
" caracterizado pelo fato de se empregar » 
etapa (b) os seguintes solventes para elui ? ao. 
' solvente A: 0,1* TFA em agua e solvente B. 
10% solvente A e acetinitrila na proporgao 



™« a reivindicagao 1 

PROCESSO de acordo com a liH _, ro 

i„ fato do sistema analitico 
caracterizado pelo fato do 

de HPLC empregado na etapa ( f ) 

Hitachi (modelo D-2500 0 e o monitor da 

etapa t g> ser da Shimadzu UV (modelo SPD 



6AV) ; 

PROCESSO de acordo com a reivindicagao 1 
caraoterizado pelo fato de se realgar a 
^iricagao no HPLC da etapa (f > utilzzando-se 
« gradiente de 35-50% de solvente B; 
PROCESSO PARA DETERMINACAO PARCIAL DA 
SoSnCIA DE AMINOACIDOS DO ATIVADOR DE 
S P ROT RoSb IN A caracterizado pelo fato de gue 500 
_ 100 0 PM do purificado e su^doj 

* „a„ nor 10 pmol de tripsina em lOOmM 

degradagao por f 
- t •«, HCl PH 8.0 contendo 0.02.% de CaCl 2 

durante 18 horas a 37°C finaUzando a reaoao 

,, com 15 % (v /v) de acido f6rmico; 

mm a reivindicagao 5 
PROCESSO de acordo com a 

caracterizado pelo fato de gue 

obt idos serem separados em HPLC utrlzzan se 

^a coluna C4, solventes de eluzgao a base de 

0 1% de TEA em agua ( solvente A 

, A (9-1) com solvente 

acetonitrila: solvente A 



B; 



PROCESSO de acordo com a reivrndzcagao 6 
caracterizado pelo fato de que » 
separate no HPLC e utilizado urn gradrente de 



0-100% de solvente B com fluxo de 1.0 ml/mln 
durante 30min; 

PROCESSO de acordo com a reivindicacao 7. 
oaracterizado pelo fato de se determinar a 
seqiiencia de tres peptideos internes e do N- 
terminal; 

PROCESSO de acordo com a reivindicagao 8 
caracterizado pelo fato de que a porgao N— 
terminal contem 46 residuos 

(DWIDGACPDMKAVSKFDMNAYQGTWYEIKKFPVANEANGDCGSV 

E) de aminoacidos e os fragmentos de peptideos 
internes sao: Fragmentos I (KSHVYTVPFGA) ; 
Fragmento II ( KSNAHRVNIWI LSRTKURAGHVEN ) e 
Fragmento III (FDASKFVETDFSEKACFF) ; 

PROCESSO de acordo com a reivindicagao 9, 
caracterizado pelo fato de que a seqiiencia 
obtida corresponde a cerca de 15% da proteina 
completa e massa molecular de 69KDa; 
PROCESSO DE DETERMINACAO DA AT I VI DADE 
ATIVADORA DE PROTROMBINA DA FRAQAOII 

caracterizada pelo fato de center as seguintes 

etapas : 

a) Pre-incubar 15 a 300nM da fragao 
purif icada durante 10 minutes a 37° C com 90 P M 
de protrombina na presen?a de 5mM de CaCl 2 
para volume final de SOO^L na presenga de 50mM 
de Tris-HCl, lOOmM de NaCI, pH 8 e 3 e 150 mM 
de imidazol; 
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b) 



Adicionar 40 MM do substrate cromogenico 
S 2238 (H-D-phenylalanyl-L-pipicolyl-L- 
arginine- P -nitroanilide dihydrochloride) , a 
mi 9 stura de incubate e acompannar 
espectrofotometricamente a 405 nm durante 10 
a hidrdlise do substrato cromogemco; 



min. 



12 SEQUENCIA N— TERMINAL E SEQUENCIA DE FRAGMENTOS 
™OS DA ERACAO ATIVADORA DE PROTROMBINA 
caracterizada por conter a poroao N-termrnal 
com 46 ' residues (DWIDGACPDMKAVSKFDMNA- 
yOGTWYEIKKFPVANEANGDCGSVE) de aminoacidos e os 

0-4^^0 intprnos sao: 



fragmentos de peptideos internos sao 
Fragmentos I (KSHVYTVPFGA) ; Fragmento 
( KSNAHRVNIWI LSRTKURAGHVEN ) e Fragmento 
( edasKFVETDFSEKACFF) sendo que a sequence 
obtida corresponde a ceroa de 15% da proteins 
complete e massa molecular de 69 KDa; 
ATIVADOR DE PROTROMBINA obtido de acordo com o 
processo das revindicates de 1 a , 
caracterizado pelo f .to de conter a segurnte 
estrutura: A proteina purrfrcada . 
caracterlzada como uma serlno-protease que 
hidrolisa a protromblna gerando Fragmentos 1, 
2 e trombina de acordo com as figuras; 
„ 14 USO DO ATIVADOR da reivindicagao 13, 
M caracterizado pelo fato de poder ser utilizado 

como m desfibrilante em estados pro 
tromb6ticos; 



13 



USO DO ATIVADOR da reivindicacao x;, 
caracterizado pelo fato de poder ser utilizado 
para a fabricacao de kit para diagnostico de 
protrombina em plasma de pacientes ' com 
problemas hemorragicos ; 



( 
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RE SUMO 

« PROCESSO DE PURIFICAQAO DE PROTEINAS SOLUVEIS DAS 
CERDAS DA L. OBLIQUA COM ATIVIDADE ATIVADORA DE 
PROTROMBINA; PROCESSO PARA DETERMINACAO PARCIAL DA 
SEQUENCIA DE AMINQACIDOS DO ATIYADOR DE 
PROTROMBINA; PROCESSO DE DETERMINACAO DA ATIVIDADE 
ATIVADORA DE PROTROMBINA DA FRACAO II, SEQUENCIA 
N- TERMINAL E SEQUENCIA DE FRAGMENTOS INTERNOS DA 
FRACAO ATIVADORA DE PROTROMBINA, ATIVADOR DE 
•PROTROMBINA E USO DO ATIVADOR DE PROTROMBINA". 

A presente invengao refere-se a urn processo de 
purificagao de proteinas soluveis das cerdas da L. 
obliqua com atividade ativadora de protrombina; ao 
.processo para determinagao parcial da sequencia de 
■aminiacidos do ativa<|or ; de protrombina; aog 
Cprocesso de determinagao" da atividade ativadora de 
, Protrombina da fragao II .bem como a sequencia n- 
terminal e sequencia de fragmentos internos da 
fragao ativadora de protrombina ao ativador de 
protrombina e ao uso do ativador de protrombina 
partindo-se da homogeneizagao das cerdas de L, 
obliqua. 

A presente invengao vem comprovar que um 
unico componente do veneno da Lonomia obliqua, 
Lopap, causa a sindrome hemorragica diretamente 
pela ativagao de protrombina e, portanto, deveria 
encaminhar uma terapia no caso de acidentes com 

Lon omi a obi i qua . 

De acordo com a presente invengao o Lopap e um 
novo ativador de protrombina, o que e um 
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importante fator responsavel pela coagulopatia de 
consume encontrado em pacientes envenenados por 
L. obllqua. 

Em doses baixas a proteina purificada, pela 
sua capacidade de ativar protrombina gerando 
trombina, retira da circulagao de forma controlada 
o fibrinogenio, transf ormando-o em microcoagulos 
de fibrina. Esta diminuigao da • concentragao 
plasmatica de fibrinogenio permite que o tempo de 
coagulagao 40 sangue se prolongue e, portanto, 
impede a trombose vascular aguda. 

Pelo fkto de nao possuir atividade 
proteolitica 'a proteina manteria a capacidade 
coagulante dj) fibrinogenio nao consumido no 
processo. Desia forma a concentragao plasmatica de 
fibrinogenio keria diminuida> porem, nao haveria 
predisposicao para urn estado , hemorragico: Alem 
disso, poderia\ ser utilizada na confeccao de KITS 



diagnosticos 
plasmatica. 
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E SCIARECIMENTOS 
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Serve a presente, para a apre^a^o t^t j,a 
de novo relat6rio desorrtxvo quadro rex ^ _ 

e resumo do pedxdo ..T 1 J BIOLAB SANUS 
31/01/2002 sob trtv^dade de^ pESQ0IS A DO 

TAVASSI . 

Constatando a ocorrencia de , « , f ande a£ero * 
eE ros datilograficos ^. ™ fe *£° jLndnador a 
inclusive poderxam levar o » titulares 
interpretar inadequadamente ° P^dxdo, & as 

vem requerer a V. s>a. ^ base no disposto 

presentes correcoes efetuada^^^^^^ ^ 

^ao"d 3 o 2 e^Jento e = so nas^i retrxzes de 
Sro 8 r^02f e pufllcado na KPX 1670 de 
07/01/2003. 

As alteracoes e corre ? 6es efetuadas corresponded 
a: - com respeito ao nttSCRXTIVO 

P * 9i Ltnha 7- Onde se le He321 leia-se Ile321 
Linha 9': onde se le rg271 leia-se Arg271 

Pa9 - L Inna 10: onde se « L o ? ad leia-se Lop^P 

Linha 11: onde se le .. .e ™ ^ 
de cadeia simples de 69 kDa. . 
serino protease de 69 kDa . 

Pa 9 14: -~ „ r „t= s 1:9 e nSo de 9:1 

Linha 8: a proporcao correta e i.» 



Linha 24: onde se le ...acetomtr i e ia-se 

(9:D COI » 1 S °tn 19-1) como' solvente B" e 

- ..acetonitrila: solvente A (9.1) como 

o mesmo ocorre na pag. 20, linha 26. 
Pa9 * Linha lis o correto e (PII-4R2) 

^ linha 21 • Substituir - . . . Lopap diretamente 
ativa^por 21 protrombina hg ^^^ d ^^ a 
^S2S^-: matron .Sotsta atividade..." . 

^ A legenda da figura 4 nao deve apresentar o 
primeiro ^adrado cheio, o qual fo± retxrado. 

- Com respeito ^ tti?.TViNDICAC6ES : 

Na reiv. 1 no item k onde se le -...no item 
(e)...", leia-se, "... no item (f I. 

Na reiv. 2 a proporgao correta e l.y e na 

Na; reiv. 6 onde se le com solvente B... , leia 
se w . . .como solvente B. . . 

- Com respeito ao RESUMO. 

Na ultima linha escreva-se:«. • • para detecgao de 
desprotrombinemias.'' ao inves de . .protrombina 
plasmatica. " 

Cabe adicionalmente esclarecer que as se^nciw 

datilograficos que estao sendo corr d ^ ld relat P rio 
presente, nas paginas 15, 16 e z v 
descritivo e nas reivindicacoes 9 e 12. 

Sao elas : 
Fragmento I (KSHVYTVPFGA) ; 
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Fragment o II ( KSNQHRVNI WI LSRTK ) ; 
Fragment o III (VRAGHVE) e 
Fragmento IV (FDQSKFVETDFSEKACFF) 

Na Pagina 4 0, a partir da linha 24 deve s 
escrito: " . . . enquanto os fragmentos I, II, III e 
apresentam respectivamente 36,4%, 37,5%, 42,9% 
55, 5% de identidade ..." 

Na expectativa da pronta aceitagao da presente 
o respectivo deferimento do pedido, somos, 

Atenciosamente, 



LEILA DA LUZ KTMA CABRAL 
LLC-INFO CONNECTION LTD A. 
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"PROCESSO DE PURIFICACAO DE PROTEINAS SOLUVEIS DAS 
CERDAS DA L- OBLIQUA COM ATIVIDADE ATIVADORA DE 
PROTROMBINA; PROCESSO PARA DETERMINACAO PARCIAL DA 
SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DO ATIVADOR DE 
5 PROTROMBINA; PROCESSO DE DETEBMINACAO DA ATIVIDADE 
ATIVADORA DE PROTROMBINA DA FRACAO II , SEQUENCIA 
N- TERMINAL E SEQUENCIA DE FRAGMENTOS INTERNOS DA 
FRACAO ATIVADORA" DE PROTROMBINA, ATIVADOR .DE 
PROTROMBINA E USO DO ATIVADOR DE PROTROMBINA". 

10 Campo da Invengao 

A presente invengao refere-se a urn 
processo de purificagao de proteinas soluveis das 
cerdas da L. obliqua com atividade ativadora de 
protrombina ; ao processo para determinagao 
15 parcial da seqiiertcia de aminoacidos do ativador de 
protrombina; ao. Processo de determinagao da 
. atividade ativadora de Protrombina da fragao II 
bem como ao Ativador de protrombina e ao uso do 
ativador de protrombina. 

20 Antecedentes da Invengao 

A protrombina e uma proteina plasmatica, 
dependente da vitamina K, que e envolvida na 
coagulagao do sangue. A ativagao da protrombina e 
catalisada atraves do complexo protrombinase que e 
25 composto pelo Fator Xa, Fator Va, fosf olipideos e 
ions calcio e ocorre atraves da clivagem (em 
seqtiencia) de duas ligagSes peptidicas da molecula 



da protrombina (Mann K G. Prothrombin and 
Thrombin. In: Colman RW, Marder VJ, Salzman EW, 
Hirsh J eds. Haemostasis and Thrombosis. Basic 
Principles and Clinical Practice. Philadelphia: J. 
B. Lippincott; 1994. P 184-99). 

A primeira clivagem ocorre entre as 
ligagOes Arg.320 e Ile321, e esta hidrolise leva a 
formagao de urn ativador intermediaries a 
meizotrombina. A Segunda clivagem ocorre entre as 
ligagoes Arg271 e Thr2?72 / e libera os fragmentos 
1, 2 e a serino protease a-trombina (Mann K G. 
Prothrombin and Thrombin. In: Colman RW, Marder 
VJ, Salzman EW, Hirsh J eds. Haemostasis and 
Thrombosis. Basic. Principles and Clinical 

Practice. Philadelphia: J. B. Lippincott/ 1994, P 
.184-99) . 

Na ausencia de fosfolipideos, a 
protrombina pode ser ativada por concentragSes 
fisiol6gicas do fator Xa, no entanto, a velocidade 
de ativagao e 5 ordens de grandeza menor que a 
ativagao pelo complexo protrombinase (Mann KG. 
Membrane -bound enzyme complexes in blood 
coagulation. Prog. Hemost Thromb. 1984/7:1-23. ) , 
sendo que o mecanismo de ativagao ocorre atraves 
da formagao de pretrombina (Mann KG. Membrane- 
bound enzyme complexes in blood coagulation. Prog. 
Hemost Thromb. 1984/7: 1-23. ) ao inves da 
meizotrombina (Heldebrandt CM, Butkowski RJ, Bajaj 
SP, Mann KG. The activation of prothrombin. H. 




Partial reactions, physical and chemical 
characterization of the intermediates of 
activation. J Biol. Chem. 1973; 248: 7149-63). 

A a-trombina e a serino protease 
5 responsavel pela conversao do fibrinogenio em 
fibrina, ativagao dos fatores V, VIII, e XIII, e 
agregagao plaquetaria (Mann KG, Downing MR. 
Thrombin generation. In: Lundblad RL, Fenton JW , 
2) Mann KG r Eds. Chemistry and Biology of Thrombin. 
• 10 Ann Arbor Science/ 1977. Pp% 11-21/ Lundblad RL, 
Kingdon HS r Mann KG. Thrombin. Methods Enzymol. 
1976/ 45:156-76). 

Muitas serpentes venenosas content 
proteinas pr6-coagulantes que sao capazes de 
15 ativar zimogenios, os quais participam da 
cbagulagao do sangue . 

Tendo em vista que os mecanismos pelos 
quais as enzimas de venenos ativam os fatores da 
coagulagao de forma diferente das enzimas 
20 encontradas em mamiferos, os ativadores de venenos 
podem fornecer informagSes adicionais sobre os 
mecanismos de ativagao dos fatores da coagulagao. 
Os ativadores de protrombina do veneno sao 
classificados como Tipo 1 (p.e. ecarina) , Tipo 2 
25 (p.e. ativador de Notechis scutatus) , 3 (p.e. 
Oxyuranus scutellatus) , e 4 (p.e. ativador de 
Agkistrodon acutus) dependendo da sua interagao 
com os component es do complexo protrombinase 
(Rosing J, Tans G. • Inventory of exogenous 
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prothrombin activators. Thromb. Haemost. 1991; 65 
(5) : 627-30) . 

Ativadores do tipo 1 nao dependem dos 
componentes do complexo protrombinase, Tipo 2 

5 dependem de f osf olipideos , Ca 2+ e Fator Va, Tipo 
3 dependem de f osf olipideos e Ca 2+ . Ativadores do 
Tipo 4 podem necessitar ou nao dos componentes do 
complexo protrombinase e podem clivar ligagoes 
peptidicas na protrombina sem converte-la em seus 

10 produtos com atividade catalitica (e.g. trombina 
ou meizotrombina) . 

Os ativadores do Tipo 4 e a trombina 
hidrolisam a protrombina nas mesmas posigoes 
(Arg 155-Ser 156 e Arg 284-Thr 285), gerando 

is fragmentos similares ou identicps para pretrombina 
1 e pasetrombina 2 (Rosing- J, Tans-. G. Structural 
and functional properties of snake venom 
prothrombin activators. Toxicon. 1992; 30: 1515 - 
27. ) 

20 Na hemolinfa bruta da Lonomia achelous 

dois tipos de atividade de ativadores de 
protrombina foram descritos. Urn deles e capaz de 
ativar diretamente a protrombina, 

independent emente do complexo protrombinase, e o 

25 outro e estimulado por fator v, ions calcio, e 
f osf olipideos (Guerrero BAG, Arocha-Pinango . 
Activation of human prothrombin by the venom of 
Lonomia achelous (Cramer) caterpillars. Thrombos . 
.Res. 1992;66:169-77) . 




No extrato bruto das cerdas de L. obliqua 
uma atividade procoagulante foi descrita a qual e 
devida a ativadores de protrombina e Fator X 
(Kelen EMA. Duarte A.C, Tomy SC, Sano-Martins IS , 
5 Castro SCB, Guerrero B, Arocha-Pinango CL. 
Acquired haemorrhagic syndrome from contact with a 
caterpillar (Lonomia obliqua Walker 1855, 
Saturniidae) . Toxicon 1996: 34:146., Donato JL, 

» Moreno RA., Hyslop S. Duarte AC, antunes E, Le 
10 Bonniec BF,$ Rendu F, Nucci G. Lonomia obliqua 
caterpillar spicules trigger human blood 
coagulation via activation of factor X and 
prothrombin. Thromb. Haemost. 1998/ 79: 539-42). 

0 yeneno de Lonomia obliqua causa uma 
15 severa coagulopatia de consume-, a qual pode levar 
a sindrome hemorragica. 0 extrato bruto. ..das cerdas 
apresenta uma atividade procoagulante devido a 
ativagao do fator X e da protrombina. 

Desde 1989, uma sindrome hemorragica 
^ 20 causada pelo contato com a taturana Lonomia 
obliqua tornou-se uma epidemia no Brasil e casos 
fatais devido a complicag6es renais e hemorragias 
cerebrals tern sido descritos. Os acidentes afetam 
o mecanismo . da coagulagao, resultando numa 
25 drastica diminuicao do f ibrinogenio, e dos fatores 
V e XIII. Alem disso, ocorre a diminuigao dos 
niveis de plasminogenio de a-2-antiplasmina e da 
atividade da proteina C, urn inibidor natural da 
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coagulagao. Estes dados indicam unia coagulopatia 
de consumo com fibrinolise. 

Os sintomas decorrentes dos acidentes 
provocados pela lagarta Lonomia obliqua sao: 

5 dermatite urticante, equimoses e hematomas 
(espontaneos ou provocados por traumas) , 
hemorragias das cavidades mucosas (gengivas, 
hemorragia nasal), hematuria, sangramento -de 
feridas recentes, e hemorragias abdominals, 

10 pulmonares, gland&lares e cerebrals. Casos Ratals 
relatados foram atribuidos a complicagoes renais e 
hemorragias cerebrals . 

Estudos anteriores sobre acidentes pelo 
contato com L. achelous na Venezuela sugeriam que 

15 nestes casos sfc sindrome hemorr^gica podferia ser 
explicada por lisias. grave sindrome f ibrii^blitica 
associada . a ,.uma coagulagao intravascular 
disseminada. Embora os sintomas clinicos do 
envenenamento pela Lonomia obliqua e Lonomia 

20 obliqua serem muito similares, os resultados dos 
trabalhos executados, nos laboratorios, pelos 
pesquisadores da presente invengao demonstram e 
sugeriram uma interpretag&o diferente para esta 
ultima, atribuindo o principal mecanismo molecular 

25 da sindrome hemorragica & formagao de trombina. 

Mais especif icamente, nos ultimos dez anos 
tern sido relatado na regiao Sul do Brasil urn 
crescimento de ocorrencias de sindrome hemorragica 
humana causada pelo contato com a lagarta Lonomia 
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obliqua. O veneno causa uma grave coagulopatia de 
consumo, .que pode resultar numa sindrome 
hemorragica. 

A presente invengao parte do principio de 
5 que urn extrato bruto preparado com cerdas da 
Lonomia obliqua ativou tanto a protrombina quanto 
o Fator X. Em envenenamentos acidentais, ocorre a 
apresentagao de alterag5es na coagulacao e em 
fatores f ibrinoliticos . 

mo Lopap (Lonomia obliqua protrombin 

activator protease) e urn serino protease de 69 kDa 
isolada do extrato das cerdas da lagarta Lonomia 
obliqua, a qual tern sua atividade aumentada por 
Ca 2+ , e capaz de converter diretamente protrombina 
.15 em trombina de forma dose-dependente . 0 tseu 

'•>.]. mecanismo de agao e*V- similar ao do Fator Xa,. • 
formando fragmentos- ..• de pretrombina na via 
independente do complexo protrombinase . Lopap 
hidrolisa urn substrato fluorogenico baseado na 

.> 20 seqiiencia da protrombina na mesma ligagao 
peptidica pela trombina. 

A presente invengao tambem parte da 
verificagao da caracterizagao biol6gica da serino 
protease ativadora da protrombina isolada do 
25 extrato bruto das cerdas da Lonomia obliqua, a 
qual, reproduziu os efeitos do veneno total na 
coagulagao do sangue e formagao de trombos nos 
ratos . 
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De acordo com a presente invengao o Lopap 
purificado foi obtido de extrato bruto das cerdas 
de Lonomia obligua onde as ditas cerdas foram 
extraidas em PBS, e o ativador de protrombina foi 
purificado por gel de filtragao, e por duas etapas 
cromatograficas em fase reversa. A atividade 
ativadora de protrombina foi monitorada empregando 
o substrato cromogenico, S-2238 baseado na 
sequencia de protrombina, e clivado pela trombina. 

..r: a presente invengao> vem comprovar quh urn 

unico componente do veneno da Lonomia obliqua, 
Lopap, causa a sindrome hemorragica diretamente 
pela ativagao de protrombina e portanto deveria 
encaminhar uma terapia no caso de acidentes , com 
Lonomia obliqua. u. 

"? A avaliagao dos efeitos da injegao j de 

Lopap em ratos, analisando os parametros ^ de 
coagulagao, o comport amento dos vasos |da 
microcirculagao e os disturbios em orgaos 
distintos, quando doses de 100 ng/kg foram 
injetadas, e o efeito monitorado por 1 hora, 
demonstrou que o sangue tornou-se incoagulavel, a 
contagem de plaquetas decresceu aproximadamente 
40% e a indugao da agregagao plaquetaria induzida 
por colageno no sangue total foi completamente 
abolida. Os numeros de eritrocitos e de leucocitos 
no sangue total nao foram alterados, apesar da 
alta concentragao de toxina. Por outro. lado, 
intensa parada venular e areas hemorragicas foram 




observadas. A geragao da trombina intravascular 
pode explicar a diminuigao da contagem das 
plaquetas e a hipoagregagao de plaquetas apos a 
injegao de Lopap nos ratos, sendo a trombina o 
5 principal e mais ativo agonista plaquetario. 

Observando a rede microcirculatoria 
visualizou-se coagulos de fibrina em vasos 
poscapilares 5 min apos a injegao de Lopap. As 
^\ alteragoes foram proeminentes 1 h apos esta 

• 10 administragao, quando parada de :; alguns vasos e 
intensas areas hemorragicas se tornaram aparentes. 
Este fenomeno pode estar implicado aos hematomas 
observados na maioria dos pacientes humanos 
envenenados. An^lises histologicas de di versos 
15 orgaos em animals experimentais; foram realizadas 1 
hora apos a injegao de Lopap. Foram encontradas 
alteragoes somente nos tecidos dos pulmoes e rins,. 
sendo este de maior importancia, ja que areas 
hemorragicas e necroticas foram encontradas . 
^ ' 20 Pacientes que desenvolvem medio ou ' grave 
envenenamento geralmente apresentam hematuria e ^s 
vezes deficiencia renal, que consequentemente 
podem levar a morte. As lesoes nos rins 
encontrados nos ratos experimentais podem ser 
25 causadas pela hemorragia e/ou pelo deposito de 
fibrina no glomerulo. Talvez durante urn tempo 
maior de envenenamento, os microtrombos e os 
sinais de congestao em outros 6rgaos, incluindo o 



10/47 



sistema nervoso central , poderiam se tornar 
aparentes. 

Baseado nestas verificagoes a presente 
invengao sugere que Lopap e urn novo ativador da 
5 protrombina, que parece ser urn fator muito 
importante responsavel pelos principals sintomas 
encontrados em pacientes humanos envenenados por 
Loncmia obliqua- 

Para avaliar se urn ou mais ativadores de 

10 protrombina.^ da toxina da taturana poderiam estar 
envolvidos, as proteinas soluveis das cerdas da 
Lonomla obliqua for am purificadas por 

cromatograf ias de gel-f iltragao e fase reversa 
(HPLC) . A ativagao da protrombina . foi monitorada 

is usando-se;i a protrombina e o substrato cromog^nico 
especifico 'para trombina S2238, da Chtomogenix, Os 
produtos da hidrolise da protrombina foram tamb£m 
identif icados por SDS-PAGE, Uma proteina de 69 kDa 
apresentou^se como uma serino protease ativada por 

20 ions calcio, a qual converte diretamente 
protrombina em trombina e pode ser incluida no 
grupo 1 dos ativadores de protrombina "Lonomla 
obliqua Phrothrombin Activator Protease" (Lopap) , 
foi purificada ate a homogeneidade e a sua 

25 seqtiencia de aminoacidos n&o apresenta homologia 
com outros ativadores de protrombina nem com 
nenhuma outra serino protease. 

Os experimentos realizados "In vivo" 
mostraram que injetando-se em ratos a proteina 
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purificada sao obtidos os mesmos efeitos causados 
pelo extrato bruto das cerdas, ocorrendo dessa 
forma uma incoagulabilidade do sangue que 
apresenta-se de forma dose-dependente . Esta 
5 observagao foi corroborada pela observagao da rede 
microcirculatoria do musculo cremaster apos a 
injegao da proteina usando-se a t^cnica da 
microscopia intravital. Os dados obtidos 
demonstraram que a infusao de Lopap produz uma 

10 coagulagao intravascular e trombose em vasos pos- 
capilares, o qual f requentemente contribui para 
o dano organico. Seguramente o Lopap e o principal 
fator que causa a coagulopatia de consumo em 
acidentes por L. obliqua. 

15 Urn principal aspecto da presents invengao 

esta relacionad©\^ao Processo de purificagao de 
proteinas soluveis das cerdas da L. obliqua com 
atividade ativadora de protrombina partindo-se da 
homogeneizagao das cerdas de L. obliqua em Tampao 

20 salina fosfato (PBS) , num pH entre 7.4 a 8-0 
seguido de centrifugagao a 2500g numa temperatura 
de 4° a 10° C durante 30 a 60 minutos a fim de se 
obter urn extrato bruto com atividade ativadora 
de protrombina. Segue-se, entao, a purificagao do 

25 ativador de protrombina a partir de 50 a 200 mg de 
proteina total em 2 a 10 ml de extrato bruto por 
cromatograf ia de gel filtragao em resina Sephadex 
G-75, eluida em tampao de Tris-HCL 20 a 50 mM 
contendo NaCL 50 a 100 mM e benzamidina 2 a 5 mM 
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num. pH 7.4 a 8.0 com fluxo 1,0 ml/h. Coleta-se, 
entao, fragoes de 1 a 3 ml e procede-se o 
monitoramento do perfil proteico da cromatograf ia 
por absorbancia UV em 280 nm. 
5 A protrombina e ativada com o material 

obtido nos picos proteicos usando-se o substrato 
colorimetrico S-2238 especifico para trombina a 
, fim de se obter o pico PII que deve conter a agao 
s~\ ativadora de protrombina. Submete-se o obtido 

10 ativo a cromatografia- de fase reversa atraves "da 
coluna C4 no sistema analitico de HPLC empregando 
como solventes: A: 0,1% TFA em agua (equilibrio) e 
B: 10% solvente A e acetonitrila na proporgao 1:9 
(eluigao) ou seja, solvente B: 100ml de solvente 
15 A adicionados de 900 .ml de acetonitrila. Utiliza- 
se gradiente de 35*50% de solvente B por ^;-30 
minutos e procede-se • a detecgao proteica a 214 ■-•ou 
280 nm em monitor de UV. Segue-se a coleta de 
fragSes de 0.5 #- 1.0 ml e liofiliza-se 
l^j 20 imediatamente para eliminar a acetonitrila. 

A seguir, ressuspende-se as amostras 
liofilizadas em tampao Tris-HCL 20 a 50 mM 
contendo NaCL 50 a 100 mM pH7.4a8.0e testa- 
se, entao, a atividade ativadora de protrombina 
25 das fragoes com o material obtido nos picos 
proteicos usando o substrato colorimetrico S-2238 
especifico para trombina. 

0 pico ativo esta nas fragoes eluidas 
entre 42 a 44% de solvente B. 
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Recromatograf a-se 



a 



f ragao 



ativa 



em 



cromatograf ia de fase reversa atraves da coluna C4 
no sistema analitico de HPLC empregando-se como 
solventes: A: 0,1% TFA em agua (equilibrio) e B: 
10% solvente A e acetonitrila na proporgao 1:9 
(eluigao) ou seja, solvente B: 100ml de solvente A 
adicionados de 900 ml de acetonitrila utilizando 
gradiente entre 20 - 80% de solvente B, durante 20 
minutos . Procede-se a detecgao proteica a 214 ou 
280 nm em monitor de UV. Coletam-se fragoes de 0.5 
- 1.0 ml e liofiliza-se imediatamente para 
eliminar a acetonitrila. Ressuspende-se as 
amostras liofilizadas em tampao Tris-HCL 20 a 50 
mM contendo NaCL 50 a 100 mM pH 7.4 a 8.0. Testa- 
se a atividade ativadpra de protrombina das 
-fra^goes com o material obtido nos picos proteicos 
aisando o substrate colorimetrico S-2238 especifico 
para trombina e observa-se que o pico ativo esta 
nas fragoes eluidas entre ,42 a 44% de solvente B. 

O material purificado pode se submetido a 
uma eletroforese em gel de poliacrilamida contendo 
SDS para avaliagao da pureza. 0 gel pode ser 
corado por coomassie brilhante blue. 

A dosagem de proteina final pode ser 
avaliada por dosagem de proteina por metodos 
colorimetricos ou por Absorbancia em 280 nm. 

0 sistema analitico de HPLC empregado 6 da 
Merck-Hitachi (modelo D-2500 0 e o monitor e da 
Shimadzu UV ( modelo SPD-6AV) . 
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No processo da presente invengao sao 
empregados os seguintes solventes para eluigao: 

- solvente A: 0,1% TFA em agua e 

- solvente B: 10% solvente A e 
acetonitrila na proporgao 1:9 ou melhor, 
100ml de solvente A adicionados de 900 
ml de acetonitrila . 

Para realizar a purificagao no HPLC 
utiliza-se urn gradiente de 35-50% de solvente B. 

Uma outra modalidade : da invengao esta 
relacionada ao Processo para determinagao parcial 
da seqtidncia de aminoacidos do ativador de 
protrombina onde de 500 - 1000 pM do purificado e 
submetido a degradagao por 10 pmol de trips ina 
em JOOmM Tris-HCl, pH 8.0 contendo 0.02.% de CaCl 2 

durante 18 horas a 37°C final izarido a reagao com 

15 . % . (v /v) de acido f6rmico. Neste processo, os 
fragmentos obtidos sao separados em HPLC 
utilizando-se uma coluna C4, solventes de eluigao 
a base de 0,1% de TFA em agua (solvente A) e 
acetonitrila: solvente A (9:1) como solvente B. 
Para a separagSo no HPLC utilizou-se urn gradiente 
de 0-100% de solvente B com fluxo de 1.0 ml/min 
durante 30min. 

De acordo com o processo da presente 
invengao determinou-se a seqtiencia de quatro 
peptideos internos e do N-terminal. A porgao N- 
terminal contem 4 6 residuos 

( DWI DGAC PDMKAVS KFDMNAYQ GTWY E I KKF PVANEANGD CGS VE ) 
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de aminoacidos e os fragmentos de peptideos 
internos sao: 

- Fragmentos I (KSHVYTVPFGA) ; 

- Fragmento II (KSNQHRVNIWILSRTK) ; 
5 - Fragmento III (VRAGHVE) 

- Fragmento IV (FDQSKFVETDFSEKACFF) . 

A sequencia obtida corresponde a cerca de 
15% da proteitia completa e massa molecular de 
69KDa • 

10 Umd outra modalidade da invengao 

relaciona-se ao processo de determinagao da 
atividade ativadora de protrombina da fragao II 
compreendendo a pre-incubar 15 a 300nM da fragao 
purificada* durante 10 minutos a 37° C com 90 pM de 

is protrombina na presenga de 5mM -de CaCl 2 para 
volume firial ; 'de 500^iL na presenga de "50rnM de Tris- 
HC1, lOOmM'de NaCI, pH 8 e 3 e 150 mM de imidazol, 
a adigao de 40 pM do substrato cromogenico S-2238 
(H-D-phenylalanyl~L-pipicolyl-L-arginine-p- 

20 nitroanilide dihydrochloride) , a mistura de 
incubagao e acompanhar espectrof otometricamente a 
405 run durante 10 min. a hidrolise do substrato 
cromogenico . 

A invengao tambem se relaciona a sequencia 

25 N-terminal e seqtidncia de fragmentos internos da 
fragao ativadora de protrombina caracterizada por 
conter a porgao N-terminal com 4 6 residuos 
( DWIDGACPDMKAVSKFDMmYQGTWYEIKKFPVANEANGDCGS^ ) 
de aminoacidos e os ' fragmentos de peptideos 
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internos sao: Fragmentos I (KSHVYTVPFGA) ; 
Fragmento II ( KSNQHRVNIWI LSRTK ) ;Fragmento III 
(VRAGHVE) e Fragmento IV (FDQSKFVETDFSEKACFF) 
sendo que a seqiiencia obticia corresponde a cerca 
5 de 15% da proteina completa e massa molecular de 
69 Kda. 

Uma outra modalidade da inven?ao esta 
relacionada ao ativador de protrombina contendo a 
seguinte estrutura: A proteina purificada e 
10 caracterizada xzomo uma serino protease que 
hidrolisa a protrombina gerando Fragmentos 1, 2 e 
trombina. 

E por fim, a invengao esta voltada ao uso 
do ativador de ..protrombina como urn desf ibrilante 
15 em estados pro, tromboticos . ... 

Em doses. . baixas a proteina purificada, 
pela sua capacidade de ativar protrombina gerando 
trombina , retira da circulagao de forma controlada 
» o f ibrinogenio, trans formando-o em microcoagulos 
20 de fibrina, Esta diminuigao da concentragao 
plasmatica de fibrinogenio permite que o tempo de 
coagulagao do sangue se prolongue e, portanto, 
impede a trombose vascular aguda. 

Pelo fato de nao possuir atividade 
25 proteolitica a proteina manteria a capacidade 
coagulante do fibrinogenio nao consumido no 
processo. Desta forma a concentragao plasmatica de 
fibrinogenio seria diminuida, porem nao haveria 
predisposigao para um estado hemorragico. Al6m 
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disso, poderia ser utilizada na confecgao de KITS 
diagnosticos para detecgao de protrombina 
plasmatica . 

Materials e Metodos empregados: 

Reagentes : 

E-64 (trans-epoxysuccinil-L- 
leucilamido- (4-guanidino-butano) -protrombina, 
EDTA (acido etileno-diaminotetraacetico) , 
PMSF (fenilmetilsulfonil fluoreto) , NPGB (p- 
Nitrof enil-p" -guanidinobenzoato) e tripsina 
foram obtidos da Sigma; S-2238 (H-D- 
fenilalanil-L-pipicolil-L-arginina-p- 
nitroanilida dihidrocloreto) e S-2765 (N-a- 
benzil-oxicarbonil-D-arginil-L~ 

v * 

glicilLarginina*-p-nitroanilida) foram obtidos 

da Chromogenix . 

Todos os outros reagentes utilizados foram 
da melhor procedencia possivel disponivel no 
mercado. A resina Sephadex G-75 foi adquirida da 
Pharmacia, a coluna C 4 (5 jam, 4.,6x250mm) da J.T. 
Baker, e a coluna C i 8 (|iBondapack 10 \xm; 22,5 
mmx250mm) foi adquirida da Millipore Corp. 0 
substrato peptidico fluorescente Abz- 

YQTFFNPRTFGSQ-EDDnp. (Abz= ortho - aminobenzoic 
acid; EDDnp= N- [2, 4-dinitrophenyl] 

ethylenedi amine) , cuja seqiiencia e baseada . na 
sequ^ncia da protrombina foi sintetizado no 
Departamento de Biofisica da Universidade Federal 
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de Sao Paulo, Brasil, de acordo com procedimentos 
descritos previamente . 

Os exemplos ilustrativos apresentados a 
seguir servirao para melhor descrever a presente 
5 invengao. 

Entretanto, os dados e procedimentos 
ilustrativos referem-se meramente a algumas 
modalidades de concretizagao da presente invengao 
. e nao devem ser tornados como limitativos do escopo 
w 10 da raesma. 



Exemplos Ilustrativos 

Exemplo 1 : 

: PURIFICACAO DE PROTElNAS SQLtJVEIS DAS CERDAS DA L . , 
OBLIQUA COM AT I VI DADE ATIVADORA DE PROTROMBINA: 

is*. Cerdas de L.. obliqua foram homogenelzadas 

em Tampao salina fosfato (PBS), pH 7.4-8.0,. 
centrifugadas a 2500g 4° a 10° C durante 30 a 60 
minutos obtendo-se urn extrato bruto com atividade 
ativadora de protrombina. 0 ativador de 

20 protrombina foi purificado a partir de 50 a 200 mg 
de proteina total em 2 a 10 ml de extrato bruto 
por cromatograf ia de gel filtragao em resina 
Sephadex G-75, eluida em tampao de Tris-HCl 20 a 
50 mM contendo NaCl 50 a 100 mM e benzamidina 2 a 

25 5 mM, pH 7.4 a 8.0 com fluxo 1,0 ml/h. Fragoes de 
1 a 3 ml foram coletadas e monitorado o perfil 
proteico da cromatograf ia por absorbancia UV em 
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280 nm. A protrombina foi ativada com o material 
obtido nos picos proteicos usando o substrato 
colorimetrico S-2238, especifico para trombina. 

Foi obtido o pico PI I que deve conter a 
5 agao ativadora de protrombina e submetido a 
cromatografia de fase reversa atraves da coluna C4 
no sistema analitico de HPLC empregando como 
solventesj: A: 0,1% TFA em agua (equilibrio) e B: 
10% solvente A e acetonitrila na proporgao 1:9 

10 (eluigao) . Proceder a detecgao .proteica a 214 ou 
280 nm em monitor de UV, coletar fragoes de 0.5 - 
1.0 ml e liofilizar imediatamente para eliminar a 
acetonitrila, ressuspender as amostras 

liofilizadas em tampao Tris-HCl 20 a 50 mM 

15 contendo NaCl 50 a 100 mM pH 7.4 a 8.0, testar 
atividade ativadora de protrombina das fragoes 
eluidas entre 42 a 44% de solvente B, 
recromatografar a fragao ativa c utilizando 
gradiente entre 20 - 80% de solvente B, durante 20 

20 minutos . 

0 material purificado pode se submetido a 
uma eletroforese em gel de poliacrilamida contendo 
SDS para avaliagao da pureza. 0 gel pode ser 
corado por coomassie brilhante blue. 
25 A dosagem de proteina final pode ser 

avaliada por dosagem de proteina por metodos 
colorimetricos ou por Absorbancia em 280 nm. 



Exemplo 2 : 
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PURI FICACAO ■ DE PROTEINAS SOLUVEIS DAS CERDAS DA L. 
OBLIQUA COM AT I VI DADE ATIVADORA DE PROTROMBINA . 

As taturanas L. obliqua foram anestesiadas 
em atmosfera de C0 2 e suas cerdas foram removidas 

5 e mantidas no gelo. O extrato bruto foi obtido a 
partir de 9.9g de cerdas que foram homogeneizadas 
em PBS, pH 7,4 e centrifugadas a 2500 g a 4° C 
durante 10 minutos. O ativador de protrombina foi 
purificado- a partir do extrato bruto (103,5 mg em 

10 12,0 ml) atraves de cromatograf ia de gel filtracao 
(coluna: 100x1,8 cm Sephadex G-75), que foi eluida 
em tampao tris-HCl 50 mM, NaCl lOOmM, benzamidina 
5 mM, pH 8,0, com fluxo de 15 ml/h. Foram 
coletadas fragoes de 2,0 ml e o perfil proteico da 

is cromatograf ia foi monitorado por absorbancia UV em 
280 nm, e a ativagao de protrombina foi verificada 
usando-se o substrato colorimetrico especifico 
para trombina. O pico PI I (conteudo proteico: 
5, 68mg) , foi submetido a uma cromatograf ia de f ase 

20 reversa empregando-se a coluna C4 no sistema 
analitico de HPLC da Merck-Hitachi 9 modelo D- 
2500), e urn monitor de UV da Shimadzu UV (modelo 
SPD-6AV) foram utilizados para detecg&o proteica a 
214 nm. Os solventes para eluigao foram TEA 0,1% 

25 em H 2 0 (solvente A), e acetonitrila : solvente A 
(9:1) como solvente B. A purificagSo no HPLC foi 
realizada usando-se urn gradiente de 35-50% de 
solvente B com fluxo de 1,0 ml/min durante 30 min. 
Os picos coletados foram imediatamente 
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liofilizados . 0 pico prot&ico que apresentou 
atividade ativadora da protroinbina foi 
ressuspendido em tampao tris-HCl 50 mM, NaCl 
lOOmM, pH 8,0, e submetido a uma nova 
5 cromatografia usando urn gradiente de 20 - 80% de 
solvente B, fluxo de 1,0 ml/min durante 20 min, 
usando-se na mesma coluna e condigoes descritas 
acima, 0 unico pico obtido apos a Segunda 
cromatografia no • HPLC (PII-4R2) foi coletado e 
10 submetido a urn-? SDS-PAGE* Uma aliquota do Lopap 
purificado foi dialisado contra EDTA 10 mM para 
ser utilizado nos experimentos descritos na figura 
4 . 

A homogeneidade da proteina foi analisada 
15 por SDS-PAGEi usando gel de poliacrilamida 10% 
(p/v) corado com. Coomassie Brilliant Blue R-250. 
As concentragoes proteicas foram determinadas de 
acordo com metodo descrito previamente e por 
absorbancia em 280 run. A capacidade ativadora do 
20 Lopap (300 nM) foi testada na presenga de 
diferentes concentragSes de acetonitrila e ap6s a 
liof ilizagao. 

Exemplo 3 : 

DETERMINACAO PARCIAL DA SEQtlENCIA DE AMINOACIDOS 
25 DO ATIVADOR DE PROTROMBINA : 



Submeter 500 - 1000 pM do purificado a 
degradagao por 10 pmol de tripsina em lOOmM Tris- 
HCl, pH 8.0 contendo 0.02.% de CaCl 2 durante 18 
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horas a 37oC finalizando a reagao com 15 % ( v 
/v) cie acido formico. 

Separar os fragmentos obtidos em HPLC 
utilizando-se uma coluna C4, solventes de eluigao 
5 a base de 0,1% de TFA em agua (solvente A) e 
acetonitrila: solvente A (9:1) com solvente B. 

Para a separagao no HPLC utilizou-se urn 
. gradiente de 0-100% de solvente B com fluxo de 1.0 
ml/min durante 30min. 

io Exemplo 4 : 

DETERMINAgAO PARCIAL DA SEQUfiNCIA DE AMINOACIDOS 

DO Lopap : 

O Lopap puri.fi cado (500pM) foi submetido a 
degradagao por tripsina (10 pmol) em tampao Tris- 

15 HC1 100 mM, pH 8,0 etentendo CaCl 2 0,02% durante*-' 18 
h a 37°C. A reagSo foi interrompida usando-se 
acido f6rmico 15% (v/v) . Os fragmentos obtidos 
foram separados em HPLC usando uma coluna C 4 , e os 
solventes de eluigao foram TFA 0,1% .em H 2 0 

20 (solvente A), e acetonitrila: solvente A (9:1) com 
solvente B, 

Para a separagao no HPLC foi utilizado urn 
gradiente de 0-100% de solvente B, com fluxo de 
1,0 ml/min, durante 30 min. A seqtiencia de tr§s 
25 peptideos internos e do N-terminal foi determinada 
usando-se o equipamento da Applied BioSystem que 
realiza as reagoes da degradagao de Edman (17) . A 
busca para verificar homologia da estrutura 
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primaria do Lopap com outras proteinas foi 
realizada usando-se o banco de dados Swiss Protein 
Data Base. 

Exemplo 5 : 

5 AT I VI DADE ATIVADORA DE PROTROMBINA: 

A capacidade do Lopap ativar a protrombina 
foi indiretamente determinada atraves do ensaio de 
formagSo de trombina a partir da protrombina 
-usando o substrato cromogenico S-2238. A atividade 
10 ativadora da protrombina do extrato das cerdas, 
das fragoes parcialmente purificadas e do Lopap 
purificado (15 a 300nM) foi avaliada ap6s pre- 
incubagao durante 10 min a 37°C com protrombina 
(90 pM) , na presenga de., 5 mM de CaCl 2 para volumef 
15 final de 500^1. Esta reagao ocorreu em Tris-HCl 
50mM, NaCl lOOmM, pH 8,3, contendo imidazol 150mM. 
A hidr61ise de S-2238 40fjM pela trombina formada a 
1 partir do Lopap usando 90nM do fator II e 90nM de 
trombina purificada foi acompanhada 

20 espectrofotometricamente a 405 nm durante 10 min a 
37°C. 

Exemplo 6 : 
ATIVIDADE ATIVADORA DO FATOR X: 

Fator X (30nM) foi pre-incubado com Lopap 
25 75nM durante 20 min a 37°C em 120jil de tampao Tris- 
Hcl 25mM pH 8,3 contendo NaCl 200mM e CaCl 2 10 mM. 
A seguir 150 jil de tampao Tris-HCl 50mM pH 8,3 
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contendo imidazol 150 mM, NaCl lOOmM e 165(xl de 
tampao Tris-HCl 10 mM pH 8,0 contendo Hepes lOmM, 
NaCl 500 mM e PEG 6000 0,1% foram adicionados ate 
o volume final de 500jo.l. A formagao do fator Xa 
5 foi acompanhada atraves da absorbancia em 405 nm 
durante 10 min a 37 °C ap6s a adigao de 150 pM do 
substrato S-27 65. A hidrolise de 150 jiM do 
substrato S-27 65 por 30 nM do Fator Xa purificado 
foi acompanhado usando as condigoes experimentais 
10 descritas. 

Exemplo 7 : 

ATIVIDADE DO LP PAP SOBRE O FIBRINOGEN! O PURIFICADO 

Lopap (2jjM) foi incubado na presenga e na 
ausencia de fator II (90nM) em tampao Tris-HCl 
15 50mM, contendo CaCl 2 5mM e NaCl lOpmM, num volume 
final de 300|il durante 10 min a 37 °C . Em seguida, 
fibrinogenio humano purificado (7,5 pM 0 
|£j (Chromogenix) foi adicionado e a trans formagao da 

protrombina em trombina foi avaliada atraves do 
20 tempo de coagulagao. 

Exemplo 8 : 

ENSAIO DA ATIVIDADE ENZIMATICA COM SUBSTRATO 
FLUOROGENICO E DETERMINACAO DOS SIT IPS DE 

CLIVAGEM: 



25 



P ensaio foi realizado usando-se o 
substrato de f luorescencia apagada Abz- 
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YQTFFNPRTFGSQ-EDDnp no espectrof luorimetro da 
marca Hitachi F-2000 nos comprimentos de onda de 
320nm (excitagao) e 420 nm (emissao) . Antes da 
adigSo DE lOjil da solugao estoque do substrato 

5 (preparado em DMF:H 2 0, 1:1 v/v) , a enzima (73,3pm) 
foi incubada em uma cubeta termoestavel com 1,5ml 
de tampSo Tris-HCl 50mM, pH 8,0 a 37°C. A partir 
dos dados da velocidade que foram registradas 
continuamente por 10 min foram determinadas as 

10 constantes ? cineticas Km e Kcat. As constantes 
cineticas e seus respectivos erros foram obtidos 
atraves da equagao de Michaelis-Menten usando-se o 
metodo descrito por Wilkinson. Para a determinagao 
do sitio de clivagem, os fragmentos peptidicos 

is foram sieparados atraves de cromatograf ia de fase 
reversa -em ■ HPLC usando-se uma cbluna Ci 8 . Os 
solventesde eluigao sao TEA 0,1% em H 2 0 (solvente 
A ), e acetonitrila-solvente A (9:1) como solvente 
B. 0 gradiente usado para a separagao foi de 10- 

20 100% do solvente B, com fluxo de lml/min. Os 
sitios de clivagem foram determinados usando 
fragmentos internos de peptideos sinteticos usados 
como padrao. 

Exemplo 9 : 

25 INIBICAO DE LOPAP 

O ensaio para a verificagao da enzimatica 
do Lopap foi realizada atraves de substratos 
cromogenicos , neste experimento foram utilizados 
os inibidores PMSF (lOMm) ou E-64 (3.2mM) com 



26/47 



Lopap (75nM) num volume final de 500jxl. Os 
inibidores foram pre-incubados com Lopap durante 
15 min a 37°C antes da adigao do substrato S-2238 
(40mM) . 

Exemplo 10: 

INFLUENCIA DE IONS BIVALENTES NA AT I VI DADE DO 

LOPAP : 

O Lopap foi exaustivamente- 1 dialisado 
contra EDTA 100'mM durante 48 h a 4 °C Lopajp (75 nM) 
dialisado ou nSo tratado foi incubado na presenga 
na ausencia de CaCl 2 (5 mM) , MgCl 2 (5mM) , ou 
ZnCl 2 (5 mM) , a 37 °C durante 10 min com Fator, II 
(90mM) , na presenga de 40 jjM do substrato S-2238, 
com tampao Tris-HCl 50mM, contendo NaCl lOOmM, pH 
8,3, num volume final de 500|nl. A hidrolise do 
substrato foi monitorado espectrof otometricamente 
a 405 nm durante 20 min em urn equipamento Beckman 
DU-7 . 

Exemplo 11: 

TITULAQAO DA AT I VI DADE DA SERINO PROTEASE LOPAP 

POR NPGB: 

O ensaio cromogenico para a titulagao do 
sitio ativo Lopap foi realizada com o reagente 
NPGB, seguindo protocolo descrito previamente. A 
concentragao do Lopap ativo foi determinada 
atraves da titulagao com p-nitrofenil-p' - 
guanidinobenzoato 0,47pM (NPGB) em tampSo barbital 
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sodico 0,1M, pH 8,3 a 37 °C, num volume final de 
1,0 ml. 0 p-nitrofenol liberado foi quantif icado 
em absorbancia a 410nm em urn espectrofot6metro 
Hitachi U-2000. 



DETERMINACAO DOS FRAGMENT OS DE PROTROMBINA POR 

LP PAP: 

Lopap (30nM) foi incubado com protrombina 
(500nM) durante 0, 1, 3, 6, 8 e 24 h a 37 °C em 
10 500jxl de tampao Tris-HCl 50 mM, contendo CaCl 2 
(5mM) e NaCl lOOmM, pH 8,0. Os resultados da 
hidrolise foram analisados por SDS-PAGE (gel 10%) 
sob condigoes redutoras e nao redutoras e corado 
pelo m^todo de coomassie Brilliant Blue R-250V 



incluiu uma cromatograf ia de gel filtragem e duas 
cromatografias de fase reversa. O perfil prot£ico 

20 obtido na cromatograf ia de gel . f iltragao estci 
representado na figura 1 A. Somente a filtragao 
denominada PI I apresentou a capacidade de ativar a 
protrombina, o qual foi submetido a cromatograf ia 
de fase reversa, que resultou em varios picos que 

25 estclo representados na figura IB. A capacidade de 
ativagao da protrombina foi detectada no pico 
eluido com 43% de acetonitrila (fig. IB) . Esta 



Exemplo 12: 



15 



Exemplo 13 : 

PURIFI CACAO DO ATIVADOR DE PROTROMBINA (LOPAP) : 



O processo de purificacao do Lopap 
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fragao que continha a atividade foi submetida a 
uma segunda cromatograf ia de fase reversa 
resultando em dois picos, sendo que apenas um 
deles apresentou a capacidade de ativar a 

5 protrombina (Fig. 1C) . A fragao de interesse foi 
novamente submetida a uma cromatograf ia de fase 
reversa usando as mesmas condigoes, com , objetivo 
de ^onfirmar a presenga de um unico pico (Fig. 
ID) . Esta purificagao resultou em uma proteina com. 

10 .cerca de 50% da atividade., como esta mostrado na 
tabela 1. A homogeneidade da preparagao da 
proteina esta representada na Fig. ID. O material 
purificado apresentou uma banda unica , de 
aproximadamente 69 KDa no SDS-PAGE. 

15 Exemplo 14 : 

.ii DETERMINACAO DA SEQUENCIA n-TERMINAL E DE . ,f 

FRAGMENTOS INTERNOS DO LP PAP: 

A porgao N-terminal com 4 6 residuos de 
aminoacidos 

20 ( DWIDGACPDMKAVSKFDl^AYQGTWYEIKKFPVANEANGDCGSVE ) 

foi obtida a partir do Lopap purificado r assim 
como a sequencia de alguns fragmentos de peptideos 
internos denominados Fragmento I: KSHVYTVPFGA. 
Fragmento II: KSNQHRVNIWILSRTK. Fragmento III: 

25 VRAGHVE e Fragmento IV: FDQSKFVETDFSEKACFF . A 
sequencia obtida correspondeu a cerca de 15% da 
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proteina completa assumindo-se a massa molecular 
de 69 kDa. 

Exemplo 15 : 

CAPAC I DADE DE ATIVAQAO DE PROTROMBINA; 

5 A trombina gerada a partir do Lopap 

ocorreu de forma dose dependente (Fig. 2) . 
Protrombina (90nM) foi incubada com 75 nM de Lopap 
gerando a mesma quantidade de trombina, que foi 
capaz* de hidrolisar o substrato S-2238 (40mM) , 

10 assim como a hidr61ise induzida por 90 nM de 
trombina purificada. A atividade da trombina foi 

i 

detectada a partir de 1 min de pre-incubacao . 
Exemplo 1 6 : 

ATIVIDADE ATIVADORA DE FATOR X: 

15| O Lopap nSo apresentou capacidade de 

ativar o fator X e, alem disso, nao foi capaz de 
hidrolisar o substrato cromogenico S-2765. A 
hidrolise obtida com 75 nM de Lopap incubado 
durante 10 min a 37 °C do substrato S-2765 150. MM 

20 foi de 0,34 nM. A concentragao de p-nitroanilida 
formada durante a reagao foi calculada usando-se o 
valor 8900 M _1 cm -1 para o coeficiente de extingao 
molar a 405 nm. Quando Fator X (30nM) foi 
adicionado ao ensaio, a hidr61ise do substrato 

25 obtida foi de 2,6jjM. Na ausencia de Lopap a 
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absorbancia do Fator Xa (30nM) purificado foi 34 

JLlM. 

Exemplo 17 : 

COAGULACAO DO FIBRINOGENIO POR LOPAP; 

5 O Lopap nao apresentou atividade do tipo 

trombina sobre o fibrinogenio purificado, assim 
como poderia ser deduzido a partir do 
prolongamento do tempo de coagulagap (tabela 2) . 
No entanto, na presenga de protrombina, a formagao 

10 de urn coagulo s61ido foi observada apos 240s , e a 
adicao de Ca 2+ reduziu o tempo de coagulagao para 
60s. 

Exemplo 18: 

ATIVIDADE HIDROLITICA DO LOPAP SOBRE O PEPTIDEO 
15 FLUOROGENICO; 

Os parametros cineticos determinados para 
o Lopap usando o substrato de f luoresc6encia 
apagada Ab z-QT FFNPRTFGSQ-EDDnp , baseado na 

20 seqtiencia da protrombina foram K mapp. 4,5 |iM; K cat 
5,32 sec _1 ; K cat /K l,2xl0 6 M -1 sec _1 , 

indicando uraa boa afinidade e uma alta efici§ncia 
catalitica para a enzima estudada, sendo que estes 
parametros foram obtidos de acordo com Chagas et 

25 al . A seqtiencia de aminoacidos originada a partir 
dos fragmentos internos do Lopap mostrou atividade 
sobre o substrato Abz-YQTFFNPRTFGSQ-EDDnp o qual 
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foi hidrolisado em dois sitios Phe-Phe (10%) e 
Arg-Thr (90%) (Fig- 3) 

Exemplo 19: 



INIBIQAO E INTERFER6ENCIA IONS BIVALENTES NA 
5 AT I VI DADE DE LP PAP: 

A atividade do Lopap foi drasticamente 
diminuida apos a dialise contra EDTA, e pode ser 
substancialmentfe recuperada atraves da ddigao de 

10 Ca 2+ (Fig. 4) . Alem disso, a atividade do Lopap foi 
completamente abolida por PMSF 10 mM, enquanto nao 
afetada por E-64 3,2 mM. A titulagao dos residuos 
putativos de. serina encontrados no Lopap usando-se 
o NPGB indicou a estequiometria de 1,2 residuos de' 

15 serina por mol6cula de NPGB. 

Como pode ser visualizado na Fig. 4, Lopap 
ativa diretamente a protrombina e mostrou urn 
aumento desta atividade apos a adigao de. ions Ca 2+ . 
Apos ter sido submetido a exaustiva dicilise contra 

20 EDTA, a atividade do Lopap diminuiu cerca de 75%, 
e pode ser gradativamente recuperada atraves da 
adigao de concentragoes crescentes de ions Ca 2+ . 
Outros ions bivalentes, tais como Mg 2+ e Zn 2+ nao 
produziram o mesmo efeito. 

25 Exemplo 20: 

DETERMINAgAO DOS FRAGMENTOS DE PROTROMBINA POR 
~ ~ "~" ~ LOPAP: 
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Sob condig6es nao redutoras a hidrolise da 
protrombina (72 kDa) por Lopap resultou em varios 
fragmentos (massas moleculares de 52 kDa, 36 kDa, 
27 kDa e 16 kDa representando o peptideo F1/F2, 
pretrombina 2 pu oc-trombina, Fragmento-1 (Fl) e 
Fragmento-2 (F2) respectivamente . Sob condigoes 
redutoras, a ativagao de protrombina resultou em 
fragmentos de massas moleculares' 52 kDa, 36 kDa, 
32 kDa, 27 kDa e 16 kDa, representando F1/F2- 
activation peptide, pretrombina 2, trombina B- 
chain, Fragmento-1 (Fl) e Fragmento-2 (F2) , 
respectivamente (fig. 5) 

Exemplo 21: 

DE TERMIN AQAO DA AT I VI DADE ATIVADORA DE PROTROMBINA 
' DA FRACAO II: 

Pre-incubar 15 a 300nM da fragao 
purificada durante 10 minutos a 37° C com 90 pM de 
protrombina na presenga de 5mM de CaCl 2 para 
volume final de 500jnL na presenga de 50mM de Tris- 
HC1, 100mM de NaCl, pH 8 e 3 e 150 mM de imidazol, 
a adigao de 4 0 do substrato cromogenico S-2238 
(H-D-phenylalanyl-L-pipicolyl-L-arginine-p- 
nitroanilide dihydrochloride) , a mistura de 
incubagao e acompanhar espectrof otometricamente a 
405 nm durante 10 min. a hidrdlise do substrato 
cromogenico. 



Exemplo 22 : 
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TESTE DA AT I VI DADE DO LAPAP NO PLASMA HUMANO 

NORMAL: 

A fim de testar a atividade procoagulante 
do Lopap, extrato bruto de cerdas (10 a 30 \ig) ou 
a enzima purificada (1 a 16 p.g) for am incubadas a 
37 °C com lOOjig de plasma humano normal na presenga 
de 6,25 mM de CaCl 2 ; num volume final de 400jxg. A 
atividade pro-coagulante foi avaliada pela redugao 
do tempo de recalcif icagao do plasma comparado ao 
tempo de coagulagSo do plasma na ausencia de Lopap 
ou extrato bruto (controle) . 

Exemplo 23: 

OS EfEITOS DE LOPAP NA REDE MICR0CIRCULAT6RIA 

Estudos microsc6picos intravitais: 
•<;• Os efeitos de Lopap na rede 
microc.irculat6ria foram determinados In situ na 
fascia es.perm^tica interna em ratos anestesiados 
(250g) com pentobarbital s6dico, 50 mg/kg, via 
intraperitonial . A tecnica cirurgica empregada 
para este procedimento foi descrita 

Resumidamente, os animais foram mantidos 
numa mesa especial termostaticamente controlada a 
37°C incluindo uma plataforma transparente na qual 
o tecido foi colocado para ser transiluminado. A 
preparagao foi mantida umida e quente pela 
irrigagao do tecido com solugao aquecida de 



# 34/47 • 



Ringer-Locke, 154mM de NaCI, 5,6mM de KC1, 2mM de 
CaCl 2 , 6 mM de NaHC0 3 , e 6 mM de glicose, pH 7,2 - 
7,4, contendol% de gelatina. Atraves de uma camera 
de video colorida incorporada a urn microscopio 
5 triocular (Axioskope, Carl Zeiss), as imagens da 
microcirculagao foram simultaneamente visualizadas 
nos monitores da TV e do computador. As imagens 
obtidas no monitor da TV foram gravadas em video e 
as imagens digitalizadas no computador foram 

.10 analisadas usando software (KS300, Kontron) . As 
imagens foram obtidas usando uma distancia 
longitudinal de abertura no diaf ragma/numerica 
objetiva de xl0/025xl.6 otpovar. Lopap (100|ig/kg) 
foi injetado i.v. (veia caudal) e a dinamica da 

15 microcirculagao dos vasos foram observadas nos 
monitores. Animais controle receberam volumes 
equivalentest.de salina esteril. Uma hpra apos a 
injegao e a observagao da microcirculagao, o 
sangue foi coletado da aorta abdominal (500p,g), e 

20 o tempo de coagulagao do sangue total foi medido. 
Exemplo 24: 
Estudo in vivo: 

Lopap (lOOjug/kg) , foi injetado atraves da 
veia caudal em ratos machos do tipo Wistar pesando 
25 200-250g. Ratos controle receberam 150mM de NaCl 
sob as mesmas condigSes. Apos uma hora, eles foram 
anestesiados e o sangue foi coletado pela aorta 
abdominal em seringas plasticas. Sangue para 
contagem de c61ulas foi anticoagulado com 2,7mM de 
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Na 2 -EDTA, e para agregagao plaquetaria do sangue 
total com 139mM de citrato trisodico (1 parte para 
9 partes de sangue total) foi adicionado. Plasma 
pobre em plaquetas foi obtido pela centrifugagao 
5 do sangue com citrato a 1900g por 15 min. a 4° C. 
A agregagao plaquetaria do sangue total foi 
realizada como descrito em Sano-Martlns IS, 
Santoro ML, Castro SCB r Fan HW, Cardoso JLC, 
theakson RDG. Platelet aggregation In patients 
>™ 10 bitten by he brazilian snake Bothrops jararaea . 

Thromb. Res. 1997; 87 (2): 183-95. Colageno (5 fig 
/ml de concentragao final ) (Hormon-Chemie, 
Alemanha) foi usado como urn agonista para induzir 
a agregagao das plaquetas. As contagens • das 

15 celulas do sangue -foram realizadas num sistema 
Serono-Baker 9020+AX, e o fibrinogen!© foi mantido 
de acordo com von .Clauss (gerlnnungsphyslologische 
schnellmethode zur bestimmung des fibrinogens . 
Acta Haematol 1957 , 17: 237-46 ) com reagentes e 

20 controles da Diagnostica Stago. 

Exemplo 25 : 

HIST0PAT0L0GIA: 

Os mesmos animais empregados nos estudos 
in vivo foram usados para an&lises 
25 histopatologicas . Fragmentos de cerebro, pulmSes, 
figado e rins foram coletados e colocados por 4 8 
horas nuina solugao a 10% de formalina. Eles foram, 
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entao embebidos em parafina e processados para 
analises histologicas de rotina e analisadas apos 
a coloragao com eosina. 

Exemplo 26: 

5 ANALISES ESTATlSTICAS : 

Com a finalidade de comparar a contagem de 
plaquetas e agregagao plaquet&ria do sangue total 
- entre ratos injetados com Lopap e ratos controle, 
estudo do teste-t foi empregado, usando o software 
io de estatistica Stata ™5.0. 

Resultados : 

a) Atividade do Lopap sobre o plasma: 

O extrato bruto da cerda foi incubado com 
plasma humano normal citratado e o tempo de 
15 coagulagSo obtido foi entre 2 90-80 s (tabela 1) , 
enquanto Lopap (l-16jig) coagulou o plasma humano 
normal citratado num. intervalo de tempo similar 
(tabela 1) 

b) Testes biologicos com Lopap: 

20 1. Estudos microscopicos 

intravirais : 

A administragao intravenosa de proteina 
provocou proeminentes alteragoes na rede 
microcirculatoria do musculo cremaster. A formagao 

25 de trombos foi observada em pequenos vasos (10 - 
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30|m m de diametro) , principalmente em venulas 5 
min apos a injegao. Este efeito foi mais 
pronunciado apos 40 min, quando o envenenamento 
sistemico com total parada venular e trombos nas 
arteriolas foram claramente visualizadas (fig. 6) . 
Areas hemorragicas foram visualizadas apos 30 min. 
da administragfio de Lopap. Uma hora apos . a 
injegao, o sangue obtido dos animals tratados com 
Lopap estava incoagulavel . Animals controle que 
receberam solugao salina " nao apresentaram 
alteragoes microcirculatorias . 

2. Parametros coagulantes "in vivo 7 ' : 
A contagem de plaquetas decresceu 

uniformemente nos ratos injetados com Lopap, cerca 
de-- 40% em comparagao aos ratos controle, bem como 
a afipregagao plaquetaria induzida por colageno foi 
abolida. Nenhuma alteragao morfologica ou 
quantitativa tanto de eritrocitos ou de celulas da 
linhagem de leuc6citos foram observadas . Nenhum 
fibrinogenio foi detectado nestes animais. 

3 . Histopatologia : 

Uma hora ap6s a inoculagao de Lopap, uma 
pronunciada infiltragao de leucocitos foi 
observada nos pulmoes dos animais experimentais 
(Fig. 7B e C) . Neutrofilos e mon6citos aderiram as 
celulas endoteliais de pequenos vasos sangtiineos . 
Estas celulas tambem foram detectadas nos espagos 
parenquemais do orgSo (fig.7C). Uma marcante 
congestao vascular foi observada nos vasos 
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glomerulares e em vasos entre os tubulos renais 
proximais e distais (fig, 8b) A hemorragia nao foi 
observada somente nos vasos glomerulares, mas 
tambem em outros vasos do orgao. Na regiao 

5 medular, celulas tubulares apresentaram areas 
focais de necrose hialina. Alteragoes histologicas 
nao foram observadas quando outros orgaos foram 
analisados . 

Acidentes devido ao contato com as cerdas 

10 da taturana Lonomla. obllqua - causam a 
incoagulabilidade do sangue em seres humanos e 
alteragoes nos fatores de coagulagao que estao 
relacionados com a trombina e podendo levar a 
sindrome hemorr^gica . Proteinas procoagulantes 

is tais como fator X e ativadores de protrombina de 
venenos *\de animals sSlo responsaveis pela 
coagulopatia de consumo atrav6s da deplegao de 
fibrinog§nio. Embora a via de ativagao de 
protrombina mais importante ser at raves do 

20 complexo protrombinase, a protrombina tambem pode 
der ativada por fatores ex6genos, tais como 
componentes do veneno de serpentes atraves de vias 
distintas . 

Apos comparar os produtos de hidr61ise da 
25 protrombina gerada a partir do Lopap (tabela 3) 
com os fragmentos gerados por outros ativadores de 
protrombina, urn mecanismo de bqSlo pode ser 
sugerido envolvendo a formagao de pretrombina 2 e 
trombina . 
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Como aparentemente a meizotrombina nao 6 
formada por Lopap e produtos com massa moleculares 
similares a pretrombina 2 sao gerados, Lopap 
poderia ser classificado como urn ativador do Tipo 
5 4 . No entanto, os ativadores do Tipo 4 nao sao 
capazes de converter protrombina em produtos 
enzimaticamente ativos enquanto Lopap e capaz de 
gerar trombina ativa, Por outro lado, as massas 
moleculares dos fragmentos formados sao similares 

10 aqueles formados por fator Xa na presenga do 
complexo protrombinase . Alem disso, os resultados 
obtidos a partir da hidrolise do substrato de 
f luorescencia apagada, demons tram que a clivagem 
na cadeia principal ocorre na mesma ligagao 

15 clivada pela trombina (Arg-Thr) . y. , 

A auto-rcatalise e urn dos maiores problemas 
detectados no ensaio de hidrolise envolvendo a 
protrombina , e o verdadeiro mecanismo de agao do 
Lopap sobre a protrombina somente sera elucidado e 

20 confirmado quando urn recombinante de protrombina 
podera ser empregado, e a analise da 
espectrometria da massa e a seqtiencia de 
aminoacidos dos fragmentos forem realizadas, 

A partir do extrato das cerdas da L. 

25 obllqua os inventores da presente invengao 
purificaram uma serino protease ativadora de 
protrombina de 69 kDa . Os resultados preliminares 
mostraram que a capacidade ativadora do Lopap 6 
independente do complexo protrombinase, no entanto 
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ions Ca 2+ promoveram um aumento desta atividade . 0 
processo de purificagao do Lopap incluiu o uso de 
solventes organicos, os quais causaram uma visivel 
perda da atividade, atingindo cerca de 50% na 

5 presenga de 30% de acetonitrila e 80% na presenga 
de 50% acetonitrila (tabela 1), dessa forma e 
muito dificil calcular a atividade especifica da 
proteina. Metodos menos drasticos de purificagao 
nao foram tao eficientes, e no momento a produgao 

10 de Lopap recombinante- esta sendo realizada. ^ 

Lopap foi caracterizado coitio sendo uma 
serino protease ativada por ions Ca 2+ , e 6 
estruturalmente distinta de outros ativadores de 
protrombina descritos ate o presente momento.. O 

15 fragmento N- tei?minal apresentaram 45,6,% . de 
identidade com -a* porgao N- terminal - .da 
insecticianina purificada da hemolinfa de Manduca 
Sexta, enquanto os fragmentos I, II, e III 
apresentaram respectivamente 36,4%, 37,5%, 42,-9% e 

20 55,5% de identidade com a sequencia dos fragmentos 
internos da mesma proteina (G 86 - Q97; D124 - Ei 48 ; 
I160-Y177) . 

A homogeneidade do Lopap purificado foi 
confirmada atraves de um unico residuo N-terminal - 
25 O substrato de fluorescencia apagada foi desenhado 
de forma a conter a ligagao Arg 2 84~Thr 285 da 
trombina, flanqueada pela sequencia Tyr 2 77-Ser 2 sb- 
Este substrato foi clivado pelo Lopap na ligagao 
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peptidica correspondente a ligagao da protrombina 
clivada tanto pelo Lopap como pela trombina. 

De acordo com a presente invengao foi 
demonstrado que o Lopap nao e capaz de ativar o 
fator X, tendo o ativador de Fator X purificado 
(resultados preliminares) do extrato bruto das 
cerdas de L. obliqua , de forma distinta do Lopap. 
Ha ao menos dois componentes procoagulantes no 
veneno deste animal (tabela 3) . 

De acordo com a presente invengao o Lopap 
6 urn novo ativador de protrombina , o que e um 
importante fator responsavel pela coagulopatia de 
consumo, encontrado em pacientes envenenados por 
L. obliqua. 

r - - 

Em doses baixas a proteina purificada, 
pela sua capacidade de ativar protrombina gerando 
trombina, retira da circulagao de forma controlada 
'O f ibrinogenio, transf ormando-o em microcoagulos 
de fibrina* Esta diminuigao da concentragao 
plasmatica de fibrinogenio permite que o tempo de 
coagulagao do sangue se prolongue e, portanto, 
impede a trombose vascular aguda. 

Pelo f ato de nao possuir atividade 
proteolitica a proteina manteria a capacidade 
coagulante do fibrinogenio nao consumido no 
processo. Desta forma a concentragao plasmatica de 
fibrinogenio seria diminuida, por6m, nao haveria 
predisposigao para um estado hemorragico, Alem 
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disso, poderia ser utilizada na confecgao de KITS 
diagnosticos para detecgao de protrombina 
plasmatica . 

Tabela 1: 

5 Influencia da acetonitrila na atividade do 

Lopap (300nM) testada na presenga de diferentes 
concentragoes de acetonitrila. ., : Sua atividade foi 
determinada indiretamente atraves do ensaio da 
formagao de trombina a partir da protrombina 

10 utilizando o substrato cromog^nico S-2238. 



Acetonitrila 
( % ) 


Lopap 


F II , . 

i, 


S-2238 


Hidrolise 
( % ) 


0 


+ 




+ 


0 


0 




+ 


+ 


0 


0 


+ 


+ 


+ 


100 


30 


+ 


+ 


+ 

i 


50,7 


50 


+ 




+ 


21,7 


90 


+ 


+ 


+ i 


1,8 



Tabela 2 : 

Coagulagao do fibrinogenio por Lopap. 
Lopap (2nM) foi incubada durante 10 min. a 37°C na 
presenga e na ausencia de Fator II (90nM), em 
is tampao Tris-HCl 50mM contendo CaCl 2 5nM e NaCl 
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lOOmM em urn volume final de 300^1, Fibrinog<§riio 
humano purificado (7,5 jjM) foi adicionado e a 
trans formagao de protrombina em trombina foi 
avaliada atraves do tempo de coagulagao da fibrina 
FG= fibrinogen!©. 



Lopap 


FXa 


F II 


Ca 2+ 


FG 


Tempo de 
coagulagao 


— 


+ 


+ 


+ 


+ 


120 






+ 




+ 


> 1200 






+ 


+ 


+ 


> 1200 


+ 








; 


> 1200 


+ 




+ 


+ 


+ 


60 


+ 




+ 




+ 


2.40 



Tabela 3: 

Comparagao dos fragmentos de protrobina obtidos 
apos a hidr61ise com diferentes ativadores , 
analisada por SDS-PAGE. A: condigSes redutoras; B: 
condigoes nao redutoras . 
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Fragmento 


Mass a 
Molecular 
(kD) 


Ecarina 


Ativador 

de 
1 0. 
scutella 
tus 


Lopap 


A 


B 


A 


B 


A 


B 


Protrombina 


72 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


Meizotrombi 
na 


72 




+ 




+ 






F1/F2/ 
cadeia A 


55 


+ 


+ 


+ 








F1/F2 


52 


+ 


+ 




+ 


+ 




a-trombina 


36 




+ 


+ 


+ 




+ 


Pretrombina 
2 


; ,36 






-f 


+ 


. + 


+ 


Frag. B da 
trombina 


32 


+ 




+ 




+ 




Fragmento 1 


27 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


Fragmento 2 


16 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 



Figura 1: 

PURIFICACAO DO ATIVADOR DE PROTROMBINA LOPAP 
ENCONTRADO NO EXTRATO DAS CERDAS DA TATURANA 

LONOMIA OBLIOUA . 
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10 



A) Cromatografia de gel filtragao em Sephadex G-75. 
A capacidade de ativagao da protrombina foi 
detectada usando-se substrato cromogenico S- 
2238. 

B) Cromatografia de fase reversa (sistema de HPLC, 
coluna C4) da fragao PH da etapa da gel 
filtragao, eluido com urn gradiente linear de 35- 
50% do solvente B. 

C) Segunda cromatografia de fase reversa, como 
descrita previament'e, exceto que neste caso- o 
gradiente utilizado foi de 20-80% do solvente B. 

D) Cromatografia de fase reversa do pico PII-4R2 
como descrita previamente. Detalhe: SDS_PAGE de 
20jig da proteina purificada (Pogo 1) , e padrao 

is de massa molecular ( Pogo 2): fosforipase B, 
94kDa; albumina, ! .J;67kDa, ovalbumina, 43kDa; 
anidrase carb6nica, 30kDa; inibidor de tripsina, 
21 kDa; a-lactoalbumina, 14.4kDa. 

^) Fxgura 2: 

20 Lopap (15-300nM) foi pre-incubada durante 10 

min a 37°C com protrombina 90nM e incubada a 37°c 
com o substrato cromogenico S-2238 (40nM) na 
presenga de CaCl 2 5mM no volume final de 500 jul . 
O 15nM; ^ 30nM; □ 75nM; ■ 150nM; □ 300nM. 

25 Pigura 3: 



HIDR6LISE DO SUBSTRATO TrT.TTQRO G g;NICO POR LOPAP: 
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A) Abz-YQTFFNPRTFGSQ-EDDnp foi incubado com Lopap 
em tampao Tris-HCl 50mM, pH 8,0 a 37°C por 3 h. 
A incubagao foi analisada atraves de 
cromatograf ia em HC1 corao descrito em Materials 

5 e Metodo. 

B) O perfil para a determinagao da constante de 
Michael is -Men ten obtida com o substrato 
fluorescente substrato (0,8 - 8,0 jiM) 
hidrolisado por Lopap (73,3 pM) . 

10 Figura 4 : 

INFLUENCIA DE lONS BIVALENTES NA CAPAC I DADE DE 
LOPAP ATIVAR A PROTRQMBINA. 

Lopap dialisado ou nao tratado (75nM ) foi 
"incubado a 37°C com 4 OpM de substrato cromog§nico 

is. S-2238 e protrombina 90nM; • Controle: ausencia de 
protrombina; □ reagao com Lopap nSo tratado na 
presenga de CaCl 2 5mN; ■ reagao com Lopap nao 
tratado na aus§ncia de Ca 2+ ; <+■ Lopap dialisado 
contra EDTA lOOmM; □ reagao usando Lopap dialisado 

20 na presenga de CaCl 2 5 Mm; * reagao usando Lopap 
dialisado na presenga de MgCl2 5mM mM; O reagao 
usando Lopap dialisado na presenga de ZnCl 2 5mM. 

Figura 5: 



25 



HIDR6LISE de protrombina por LOPAP SDS-PAGE: 
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Hidrolise de protrombina por lopap SDS-PAGE (gel 
de poliacrilamida 10%) incubacoes de protrombina 
humana (500nM) com Lopap (30nM) durante 0.1.3.6.8 
e 24 h em condigoes redutoras. Controles: FII 
(protrombina humana) e Fator Ila (trombina humana, 
12 U) . 



REIVINDICAgOES 

PROCESSO DE PURIFICAQAO DE PROTEfNAS SOLUVEIS 
DAS CERDAS DA L. OBLIQUA COM AT I VI DADE 
ATIVADORA DE PROTROMBINA caracterizado pelo 
fato de conter as seguintes etapas: 

a) Homogeneizar cerdas de L. obliqua em 
Tampao salina fosfato (PBS), pH 7.4-8.0, 
centrifugar a 2500g 4° a 10° C durante 30 a 60 
minutos obtendo-se um extrato bruto a base do 
ativador de protrombina ; 

b) Purificar o ativador de protrombina a 
partir de 50 a 200 mg de proteina total em 2 a 
10 ml de extrato bruto por cromatograf ia de 
gel filtragao em resina Sephadex G-75, eluida 
em tampao de Tris-HCL 20 a 50 mM contendo 
NaCL 50 a 100 mM e benzamidina 2 a 5 mM, pH 
7.4 a 8.0 com fluxo 1,0 ml/h; 

c) Coletar fragoes de 1 a 3 ml e monitorar o 
perfil proteico da cromatograf ia por 
absorbancia UV em 280 nm; 

d) Ativar a protrombina com o material obtido 
nos picos proteicos usando o substrato 
colorim6trico S-2238 especifico para trombina; 

e) Obter o pico PII que deve conter a agao 
ativadora de protrombina; 

f ) Submeter o obtido ativo a cromatograf ia de 
fase reversa atrav6s da coluna C4 no sistema 
analitico de HPLC empregando como solventes: - 
A: 0,1% TFA em agua (equilibrio) e B: 10% 
solvente A e acetonitrila na proporgao 1:9 
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(eluigao) e proceder a detecgao proteica a 214 
ou 280 run em 'monitor de UV; 

g) Coletar fragdes de 0.5 - 1.0 ml e 
liofilizar imediatamente para eliminar a 
acetonitrila; 

h) Ressuspender as amostras liofilizadas em 
tampao Tris—HCL 20 a 50 mM contendo NaCL 50 a 
100 mM pH 7.4 a 8.0; 

i) Testar atividade ativadora de protrombina 
das f ragoes conforme descrito no item d) ; 

j ) O pico ativo esta nas fragoes eluidas 
entre 42 a 44% de solvente B; 

k) Recromatograf ar a fragao ativa conforme 
descrito no item (f) utilizando gradiente 
entre 20 . 80% de solvente B, durante 20 
minutos; r - ; f 
1) Repetir .etapas de (f) a (j); r 
m) Submeter material purif icado . a uma 
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo 
SDS para ayaliagao da pureza. O gel pode ser 
corado por Coomassie brilhante blue; 
n) Avaliar a concentragSo de proteina final 
por dosagem de proteina por metodos 
colorim6tricos ou por Absorb^ncia em 280 run 
visando obter o ativador de protrombina; 

PROCESSO de acordo com a reivindicagao 1, 
caracterizado pelo fato de se empregar na 
etapa (b) os seguintes solventes para eliiigao: 
solvente A: 0,1% TFA em agua e solvente B: 10% 
solvente A e acetonitrila na proporgao 1:9; 
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PROCESSO de acordo com a reivindicagao 1 
caracterizado pelo fato do sistema analitico 
de HPLC empregado na etapa (f) ser da Merck- 
Hitachi (modelo D-2500 0 e o monitor da 
etapa (g) ser da Shimadzu UV (modelo SPD- 
6AV) ; 

PROCESSO de acordo com a reivindicagao 1 
caracterizado pelo fato de se realizar a 
purificagao no HPLC da etapa (f) utilizando-se 
urn gradiente de 35-50% de solvente B; 

PROCESSO PARA DETERMINACAO PARCIAL DA 
SEQttENCIA DE AMINOACIDOS DO ATIVADOR DE 
PROTROMBINA caracterizado pelo fato de que 500 
- 1000 pM do purificado e submetido a 
degradagao por 10 pmol de tripsina em lOOmM 
Tris-HCl, pH 6,0 contendo 0.02.% de CaCl ? 
durante 18 horas a 37°C finalizando a reagao 
com 15 % (v /v) de acido f6rmico; 

PROCESSO de acordo com a reivindicagao 5 
caracterizado pelo fato de que os fragment'os 
obtidos serem separados em HPLC utilizando-se 
uma coluna C4, solventes de eluigao a base de 
0,1% de TFA em agua (solvente A) e 
acetonitrila : solvente A (9:1) como solvente 
B; 

PROCESSO de acordo com a reivindicagao 6 
caracterizado pelo fato de que para a 
separagao no HPLC e utilizado urn gradiente de 




0-100% de solvente B com fluxo de 1.0 ml/min 
durante 30min; 

PROCESSO de acordo com a reivindicagao 7 
caracterizado pelo fato de se determinar a 
seqtiencia de quatro peptideos internos e do N- 
termihal; 

PROCESSO de acordo com a reivindicagao 8 
caracterizado pelo fato de que a porgao N- 
terminal contem 4 6 residuos 

(DVVIDGACPDMKAVSKFDMNAYQGTW 

E) de aminoacidos e os fragmentos de peptideos 
internos sao: Fragmento I (KSHVYTVPFGA) ; 
Fragmento II (KSNQHRVNIWILSRTK) ; Fragmento III 
(VRAGHVE) e Fragmento IV (FDQSKFVETDFSEKACFF) ; 

PROCESSO de acordo com a reivindicagao 9, ' 
caracterizado pelo fato de que a sequencia 
obtida corresponde a cerca de 15% da proteina 
completa e massa molecular de 69KDa; 

PROCESSO DE DETERMINAQAO DA AT I VI DADE 
ATIVADORA DE PROTROMBINA DA FRAQAO II 
caracterizada pelo fato de conter as seguintes 
etapas : 

a) Pr6-incubar 15 a 300nM da fragao 
purificada durante 10 minutos a 37° C com 90 pM 
de protrombina na presenga de 5mM de CaCl 2 
para volume final de 500p,L na presenga de 50mM 
de Tris-HCl, lOOmM de NaCl, pH 8 e 3 e 150 mM 
de imidazol; 




b) Adicionar 40 |iM do substrato cromogenico 
S-2238 (H-D-phenylalanyl-L-pipicolyl-L- 
arginine-p-nitroanilide dihydrochloride) , a 
mistura de incubacao e acompanhar 
espectrofotometricamente a 405 rati durante 10 
min. a hidr61ise do substrato cromogenico; 

SEQUENCIA N-TERMINAL E SEQUENCIA DE FRAGMENTOS 
INTERNOS DA FRACAO ATIVADORA DE PROTROMBINA 
caracterizada por conter a porgao N-terminal 
com 4 6 residuos (DWIDGACPDMKAVSKFDMNA- 
YQGTWYEIKKFPVANEANGDCGSVE) de aminoacidos e os 
fragmentos de peptideos internos sao: 
Fragmento I (KSHVYTVPFGA) ; Fragmento II 
( KSNQHRVNI WI LSRTK ) Fragmento III (VRAGHVE) e 
Fragmento IV (FDQSKFVETDFSEKACFF) sendo que a 
sequencia obtida correspohde a cerca de 15% da 
proteina completa e massa molecular de 69 KDa; 

ATIVADOR DE PROTROMBINA obtido de acdrdo com o 
processo das reivindicagQes de 1 a 11, 
caracterizado pelo fato de conter a . seguinte 
estrutura: A proteina purificada e 
caracterizada como uma serino-protease que 
hidrolisa a protrombina gerando Fragmentos 1, 
2 e trombina de acordo com as figuras; 

USO DO ATIVADOR da reivindicagao 13, 
caracterizado pelo fato de poder ser utilizado 
como urn desfibrilante em estados pr6 
tromb6ticos; 
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USO DO ATIVADOR da reivindicagao 13, 
caracterizado pelo fato de poder ser utilizado 
para a fabricagao de kit para diagn6stico de 
protrombina em plasma de pacientes com 
problemas hemorragicos; 



• # 

RESUMO 

"PROCESSO DE PURIFICACAO DE PROTEINAS SOLUVEIS DAS 
CERDAS DA L. OBLIQUA COM ATXVIDADE ATIVADORA DE 
PRO TROMB INA ; PROCESSO PARA DETERMINACAO PARCIAL DA 
SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DO ATIVADOR DE 
PRO TROMB INA ; PROCESSO DE DETERMINACAO DA ATXVIDADE 
ATIVADORA DE PROTROMB INA DA FRACAO II, SEQUENCIA 
N- TERMINAL E SEQUENCIA DE FRAGMENTOS INTERNOS DA 
FRACAO ATIVADORA DE PROTROMBINA , ATIVADOR DE 
PROTROMBINA E US@ DO ATIVADOR DE PROTROMBINA". 

A presente invengSo refere-se a um processo de 
purificagao de proteinas soluveis das cerdas da L. 
obliqua com atividade ativadora de protrombina; ao 
processo para determinagao parcial da sequencia de 
aminoacidos do ativador de protrombina; ao 
Processo de determinagao da atividade ativadora de 
Protrombina da fragao II bem como a sequencia N- 
terminal e sequ§ncia de fragmentos internos da 
fragao ativadora de protrombina ao ativador de 
protrombina e ao uso do ativador de protrombina 
partindo-se da homogeneizagao das cerdas de L. 
obliqua. 

A presente invencao vem comprovar que um 
unico componente do veneno da Lonomia obliqua, 
Lopap, causa a sindrome hemorragica diretamente 
pela ativagao de protrombina e, portanto, deveria 
encaminhar uma terapia no caso de acidentes com 
Lon omi a obi 1 qua . 

De acordo com a presente invengao o Lopap e um 
novo ativador de protrombina, o que e um 
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importante fator responsavel pela coagulopatia de 
consumo, encontrado em pacientes envenenados por 
L. obliqua. 

Em doses baixas a proteina purif icada, pela 
sua capacidade de ativar protrombina gerando 
trombina, retira da circulagao de forma controlada 
o fibrinogenio, trans formando-o em microcoagulos 
de fibrina. Esta diminuigao da concentragao 
plasmatica de fibrinogenio permite que o tempo de 
coagulagao do sangue se prolongue e, portanto, 
impede a trombose vascular aguda. 

Pelo fato de nSo possuir atividade 
proteolitica a proteina manteria a capacidade 
coagulante do fibrinogenio nao consumido no 
processo. Desta forma., a concentragao plasmatica jde 
fibrinogenio seria idiminuida, por6m, nao haveria 
predisposigao para Urn estado hemorragico. A±-6m 
disso, poderia ser utilizada na confecgao de KITS 
diagnosticos para detecgao de desprotrombinemias . 
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